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El oído interno es un complejo elemento sensorial formado por cavidades y 
conductos, por los cuales discurre la endolinfa. El epitelio que define al oído interno 
constituye el laberinto membranoso. Según su morfología y función, el oído interno se 
divide en dos sistemas: el vestibular y el auditivo.  
 
1. Sistema vestibular 
El sistema vestibular tiene funciones sensitivas que contribuyen a la percepción 
del propio movimiento, la posición de la cabeza y la orientación espacial en relación 
con la gravedad. También cumple funciones motoras importantes, ayudando a 
estabilizar la mirada, la cabeza y la postura. 
 El sistema vestibular está constituido por dos cavidades, el sáculo (s) y el 
utrículo (u), y tres canales semicirculares. El utrículo y el sáculo son dos grandes 
cámaras, conectadas entre sí por el conducto utrículo-sacular (cus). Los canales o 
conductos semicirculares son estructuras tubulares dispuestas en las tres direcciones del 
espacio, denominadas, atendiendo a su posición: canal semicircular anterior (csa), canal 
semicircular lateral (csl) y canal semicircular posterior (csp). Los canales semicirculares 
se abren al vestíbulo a través de cinco orificios, uno de los cuales es compartido por los 
conductos semicirculares anterior y posterior, en la rama común o crus commune (ccm). 
Del vestíbulo emerge un conducto que se extiende dorso-medialmente formando el 
conducto endolinfático (ce), el cual presenta en su porción distal una pequeña 
dilatación, el saco endolinfático (se) (Fig. 1).  
 En la porción vestibular del laberinto membranoso hay diferentes estructuras 
sensoriales. Asociada a cada canal semicircular encontramos las crestas (cresta 
anterior/superior, ca; cresta lateral, cl; cresta posterior, cp), encargadas de detectar la 
aceleración angular o rotacional de la cabeza. En las cámaras del utrículo y el sáculo se 
encuentran la mácula del utrículo (mu) y la mácula del sáculo (ms), respectivamente, 
que detectan la aceleración lineal y la gravedad (Fig. 1).  
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Figura 1.- Esquema de la distribución espacial de los diferentes componentes del oído interno de 
humanos. Se muestran los seis órganos sensoriales: (1) tres crestas (la cresta anterior/superior: ca; cresta 
lateral/horizontal: cl; cresta posterior: cp), ubicadas en sus correspondientes ampollas; (2) dos máculas (la 
mácula del sáculo: ms; la mácula del utrículo: mu), localizadas en el sáculo (s) y el utrículo (u); (3) y el 
órgano de Corti, confinado en la cóclea. Además, se observan órganos no sensoriales como: los canales 
semicirculares (anterior/superior: csa; lateral/horizontal: csl; posterior: csp; cruz común: ccm) y el sistema 
endolinfático (conducto endolinfático: ce; saco endolinfático: se). Las neuronas del ganglio vestibular 
(ganglio de Scarpa) y el ganglio acústico (ganglio de Corti) inervan a los elementos vestibulares y 
auditivos, respectivamente. Adaptado de Purves et al. (2007). 
 Estos órganos sensoriales tienen un neuroepitelio en el que se localizan las 
células ciliadas (sensoriales), mecanoreceptores específicos, y células de soporte (Fig. 2A). Las 
células ciliadas traducen el movimiento físico en impulsos nerviosos, transformando la 
energía cinética (y vibratoria, en el caso de la cóclea) en señales eléctricas. Las células 
ciliadas están inervadas por fibras aferentes de las neuronas ganglionares provenientes 
del propio neuroepitelio ótico, las cuales transmiten información sensorial desde las 
células ciliadas hasta los núcleos sensitivos cocleares y vestibulares en el rombencéfalo. 
A su vez, también están inervadas por una población de neuronas eferentes del 
rombencéfalo, que proporcionan la entrada de información a las células ciliadas (Köppl, 
2001). Además, en el neuroepitelio encontramos células de soporte o sostén (Fig. 2A).  
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Figura 2. (A) Estructura y polarización morfológica del manojo ciliar de las células ciliadas vestibulares. 
(B) En las ampollas, situadas en la base de cada conducto semicircular, los penachos ciliares están 
orientados en la misma dirección. (C y D) En el sáculo y el utrículo, la estriola divide las células ciliadas 
en poblaciones con polaridades opuestas de los penachos ciliares. Tomada de Purves et al. (2007). 
 
Las células sensoriales del utrículo y el sáculo se agrupan formando estructuras 
aplanadas que constituyen las máculas. Por el contrario, las células sensoriales 
asociadas a los conductos semicirculares se agrupan en elevaciones denominadas 
crestas, las cuales se encuentran en unas cámaras llamadas ampollas. Las células 
ciliadas en cada órgano vestibular presentan orientaciones específicas, ya que tienen que 
responder a los desplazamientos de la cabeza en todas las direcciones del espacio. En un 
canal semicircular, todas las células ciliadas de la ampolla están polarizadas en la misma 
dirección (Fig. 2B). Mientras que en el utrículo y el sáculo existe un área denominada 
estriola, que divide a las células ciliadas de dichas máculas en dos poblaciones con 
polaridades opuestas (Fig. 2C,D). 
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2. Sistema auditivo 
 El sistema auditivo transforma las ondas sonoras en distintos patrones de 
actividad neuronal. Dicho sistema se dispone en el conducto coclear (cc). Este conducto 
emerge desde la cámara del sáculo, dirigiéndose rostro-medialmente para finalizar por 
debajo del cerebro posterior o rombencéfalo. En aves, el conducto coclear presenta una 
forma tubular rectilínea, mientras que en mamíferos dicho conducto es una hélice 
cónica (Fig. 1). 
 Desde su extremo basal hasta su extremo apical, la cóclea es una estructura 
flexible dividida en tres partes por el tabique coclear: la membrana basilar y la 
membrana de Reissner. A cada lado del tabique coclear hay dos cámaras, la rampa 
vestibular y la rampa timpánica, bañadas por la perilinfa. Ambas rampas se encuentran 
delimitando a la rampa media, por la cual discurre la endolinfa. Al final del tabique 
coclear hay un orificio, conocido como helicotrema, que une la rampa vestibular con la 
rampa timpánica (Fig. 3). 
La membrana basilar vibre en respuesta al sonido. Von Békésy, 1960, postuló 
que cada punto sobre la membrana basilar tiene una frecuencia característica en la que 
vibra de modo más eficiente. El movimiento de la onda de propagación inicia la 
transducción sensitiva al desplazar las células ciliadas que se ubican en la parte superior 
de la membrana basilar. Los cilios de las células ciliadas están inmersos en la membrana 
tectoria, los cuales son desplazados por un movimiento de cizallamiento entre dicha 
membrana y la membrana basilar producido por la onda sonora. Existen dos tipos de 
células ciliadas en la cóclea, las células ciliadas externas e internas. Juntas comprenden 
las células sensoriales de la cóclea (Fig. 3). 
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Figura 3. (A) Esquema de un corte transversal de la cóclea, el cual muestra la rampa media entre las 
rampas vestibulares y timpánica. La ampliación del órgano de Corti muestra que las células ciliadas se 
localizan entre la membrana basilar y tectoria; la última está transparente en el dibujo lineal. Imágenes 
tomada de Purves et al. (2007). (B) Ondas de propagación a lo largo de la cóclea. Se muestra una onda de 
propagación en un instante dado a lo largo de la cóclea. Dibujo tomado de Dallos (1992). 
 
3. Elementos no sensoriales 
 En el oído interno, además de elementos sensoriales, también existen elementos 
no sensoriales. Entre ellos destacar: las cúpulas de las crestas ampulares (estructuras 
gelatinosas adosadas a las células ciliadas), las membranas otolíticas de las máculas 
(estructuras gelatinasas con otolitos, cristales de carbonato cálcico) y las membranas 
tectoria y basilar en la cóclea.  
 Por otra parte, el oído interno contiene otros tejidos implicados principalmente 
en la secreción, como son: (1) el epitelio simple cuboidal, que reviste los conductos 
semicirculares; (2) el conducto y saco endolinfático; y (3) el altamente vascularizado 
tegmentum vasculosum (en aves) o la estría vascular (en mamíferos), localizados en la 
pared lateral del conducto coclear (Fig. 1). 
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4. Desarrollo embrionario del oído interno 
4.1. Placodas craneales 
 El esbozo ótico deriva de un engrosamiento del ectodermo cefálico, la 
denominada placoda ótica.  
 Las placodas craneales son regiones engrosadas de ectodermo cefálico que 
participan, durante el desarrollo embrionario de vertebrados, en la formación de 
determinados órganos de los sentidos (nariz, ojos, oídos y línea lateral) y las neuronas 
de los ganglios craneales sensoriales. En orden antero-posterior, las placodas craneales 
son: hipofisaria, olfatoria, del cristalino, del trigémino, ótica, línea lateral y 
epibranquial.  
Estudios de mapa de destino en estadios de gástrula y neurulación temprana 
muestran que las placodas craneales se originan del ectodermo cefálico, justo en el 
borde de la placa neural/cresta neural y la futura epidermis. Así, todas las placodas 
craneales se originarían de una región común, y continua, la denominada región pre-
placodal (Baker y Bronner-Fraser, 2001; Streit, 2004) (Fig. 4C). Este dominio pre-
placodal continuo se subdividirán en dos: la región paraneural rostral (PNR) y la región 
paraneural caudal (PNC) (Fig. 4A,B). 
 Recientemente, se ha determinado un nuevo mapa de destino de la placa neural, 
territorio del ectodermo que dará lugar al sistema nervioso central. Esta placa neural 
tiene forma de “alas de mariposa”, situada justo en el extremo anterior de la línea 
primitiva (lp). De esta manera, se han conocido los límites del borde neural/no neural, lo 
que ha permitido localizar esa región pre-placodal (Fig. 4A-C; Fernández-Garre et al., 
2002; Rodríguez-Gallardo et al., 2005). En la actualidad, se conoce la relación espacial 
entre patrones de expresión de determinados genes y el mapa de destino de la placa 
neural (Puelles et al., 2005). Además, Groves y Bronner-Fraser (2000) han analizado la 
expresión de numerosos marcadores para redirigir estudios clásicos sobre la 
competencia y la especificación ótica en el desarrollo de aves. Similares estudios han 
sido abordados por Schlosser y Ahrens (2004), en el embrión de Xenopus, y por Torres 
y Giráldez (1998), en el oído de vertebrados. 
 
Introducción General 
 
                   Introducción General 
11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.- (A) Visión dorsal del blastodermo de un embrión de pollo de estadio HH4 (Hamburger y 
Hamilton, 1951). La línea amarilla define la placa neural (PN) en el extremo de la línea primitiva (lp) 
(Fernández-Garre et al., 2002). (B) Esquema de la porción anterior del embrión mostrado en A. Se 
representa, en amarillo, la placa neural. La región paraneural rostral (PNR) y la región paraneural caudal 
(PNC) se disponen justo adyacentes a la placa neural. La placoda ótica se originaría a partir de la PNC. 
(C) Esquema de un embrión de estadio HH4, donde se representa el dominio pre-placodal. (D) 
Hibridación in situ de un embrión de pollo de estadio HH10 (10 somitas) tratado con la sonda Pax2. La 
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placoda ótica (PO) está marcada en su totalidad por el gen Pax2. (E) Representación esquemática de la 
distribución de las placodas craneales en un embrión de aves de estadio HH10. (F) Localización de la 
vesícula ótica en un embrión de estadio HH20 (VO). (G) Representación esquemática de la distribución 
de los derivados de las placodas craneales en el embrión de estadio HH20. Adaptaciones de Puelles et al. 
(2005) (B), Ohyama (2007) (C), Baker y Bronner-Fraser (2001) (E) y Streit (2004) (G). La barra de 
aumentos en A indica 250µm, en D indica 370 µm, y en F indica 540 µm. 
 
4.2. Inducción del esbozo ótico 
Como ya se ha comentado, el esbozo ótico se desarrolla a partir de la placoda 
ótica. La adquisición de la competencia del primordio placodal es probablemente el 
primer paso en el desarrollo del oído interno y comienza en el estadio de gástrula 
temprana (Ohyama et al., 2007). El siguiente paso es la especificación del campo ótico, 
restringiendo la región ótica. El tejido pre-placodal primero se especifica y después se 
compromete a su destino ótico por señales inductivas procedentes del neuroectodermo 
adyacente y el mesodermo subyacente (Groves y Bronner-Fraser, 2000; Baker y 
Bronner-Fraser, 2001; Ladher et al., 2005; Schimmang, 2007). Experimentos con 
trasplantes, junto con evidencias moleculares y morfológicas, sugieren que la 
competencia del ectodermo para formar la placoda ótica sucede en una extensa región a 
lo largo de la placa neural/borde epidérmico durante la gastrulación y la neurulación 
temprana (Streit, 2002).  
 Los miembros familia de los FGFs (Fibroblastic growth factor) son 
considerados señales claves en diferentes estadios del desarrollo pare el oído interno, 
siendo requeridos para la inducción de la placoda ótica, formación de la vesícula ótica y 
su posterior morfogénesis y diferenciación celular, conduciendo a la formación del oído 
interno adulto. Se ha demostrado que algunos de los miembros de la familia FGF son 
los primeros genes que actúan en la inducción del oído interno de pollo, en concreto 
FGF8 y FGF19, cuyos dominios de expresión se localizan en el endodermo y 
mesodermo, respectivamente. Se ha mostrado que Fgf8 puede inducir la expresión de 
Fgf19 en el mesodermo en estadio HH5 (Ladher et al., 2005). La expresión de Fgf8 en 
el endodermo es suficiente y necesaria para la expresión de Fgf19 en el mesodermo, 
sugiriendo que Fgf8 actúa en la inducción ótica vía Fgf19 (Schimmang et al., 2007). Por 
el contrario, Fgf19 no es capaz de inducir marcadores óticos por si solo (Ladher et al., 
2000; Martín y Groves, 2006). Sin embargo, Fgf3, que está presente en el mesodermo y 
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tubo neural durante la inducción ótica y es inducido por el gen Fgf19, es capaz de 
inducir marcadores óticos (Ladher et al., 2000; Kil et al., 2005). Por otro lado, Wnt8c se 
expresa en el neuroectodermo, solapándose con Fgf19. Wnt8c puede inducir la 
expresión de Fgf3, así como una débil expresión de marcadores óticos (Ladher et al., 
2000).  
 Por lo tanto, se podría decir entonces que la expresión del gen Fgf8 induce la 
expresión de Fgf19 en el mesodermo. La acción sinérgica entre el gen Fgf19 y el gen 
Wnt8c proveniente del neuroectodermo induce la expresión del gen Fgf3 en el 
mesodermo y rombencéfalo, el cual es suficiente para inducir la expresión de distintos 
marcadores óticos (Ladher et al., 2000, 2005; Kil et al., 2005; Martín y Groves, 2006; 
revisado por Schimmang, 2007). 
 Recientes estudios en ratón han demostrado que Wnt8a (análogo de Wnt8c en 
pollo), no es esencial durante la inducción y especificación ótica. Vendrell y 
colaboradores (2012) han mostrado que la expresión de Wnt8a depende de la presencia 
de Fgf3, sugiriendo que existe una regulación cronológica entre las señales de Fgf y Wnt 
durante la inducción y la especificación de la placoda ótica. Wnt8a por sí mismo no es 
necesario para la especificación de la placoda ni requerido junto con los Fgfs para la 
formación de la placoda y vesícula ótica. Sin embargo, Wnt8a y Fgf3 son requeridos 
para la expresión de Fgf15 (análogo al Fgf19 de pollo) en el rombencéfalo, indicando 
una interacción recíproca entre las señales de Fgf y Wnt. Por otro lado, la inhibición de 
Wnt8a revela un requerimiento de dicho gen en la porción dorsal de la vesícula ótica 
durante la morfogénesis. Por consiguiente, los Fgfs son requeridos para la inducción 
ótica, mientras que los genes Wnts promueven la especificación y la regionalización del 
epitelio ótico (Vendrell et al., 2012). 
 
4.3. Invaginación de la placoda ótica 
 La placoda ótica corresponde con un engrosamiento del ectodermo cefálico 
situada a ambos lados del rombencéfalo (cerebro posterior) (Fig. 5A,B,E,F). La 
extensión exacta de dicha placoda ótica no se conoce muy bien, aunque parece estar 
localiza entre la mitad posterior del rombómero 4 y el rombómero 6 en el embrión de 10 
somitas (Knowlton, 1967; Vaage, 1969; Álvarez, 1988; Álvarez et al., 1989; Álvarez y 
Navascués, 1990; Álvarez et al., 2003).  
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 Desde los primeros momentos de su formación, la placoda ótica se presenta 
ligeramente invaginada y hundida en la cabeza del embrión, dando lugar a la llamada 
copa ótica (CO; Fig. 5C,G). Durante el proceso de invaginación, los bordes de la copa 
ótica se elevan dorsalmente (estadio de 20 somitas) y se acercan entre sí (estadio de 25 
somitas). En estos momentos del desarrollo, se observa el poro ótico o fosita ótica. 
Durante este proceso, la porción más dorso-medial del epitelio ótico queda en estrecho 
contacto con el tubo neural, mientras que la porción más ventral mantiene su interacción 
con el mesénquima embrionario subyacente, así como por una mayor proximidad con la 
notocorda (NT) y el epitelio faríngeo (EF) (Álvarez y Navascués, 1990; Fig. 5G). 
Cuando los bordes de la copa ótica contactan, el esbozo ótico se separa del ectodermo 
cefálico del que se originó, dando lugar a una estructura casi esférica que se denomina 
otocisto o vesícula ótica (VO; estadio de 26-28 somitas; O'Rahilly, 1963; Knowlto, 
1967; Álvarez y Navascués, 1990) (Fig. 5D,H). 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.- Imágenes de microscopía electrónica de barrido (A-D) y de secciones semifinas (E-H) de las 
primeras etapas del desarrollo embrionario del oído interno de aves: (A, E) placoda ótica (PO); (B, F) 
inicio de la invaginación de la placoda ótica (PO); (C, G) copa ótica (CO); (D, H) vesícula ótica (VO). 
Las líneas en A-D indican los planos de cortes mostrados en E-H. Obsérvese la localización de las crestas 
neurales (cn en E). Orientación: D, dorsal; L, lateral; M: medial; R: rostral. Tomadas de Álvarez y 
Navascués (1990) (A-D) y Álvarez (1988) (E-H). La barra de aumentos en B indica 150 µm (aplicado a 
A-C), en D indica 92 µm, y en F indica 45 µm (aplicado a E-H). 
 
4.4. Morfogénesis 
 La vesícula ótica sufre importantes cambios morfogenéticos que conducen a la 
formación del oído interno adulto. Los mecanismos moleculares y celulares 
responsables de esta transformación son similares a los observados en la formación de 
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otras estructuras embrionarias huecas que derivan de un epitelio embrionario 
(ectodermo o endodermo), por ejemplo, el tubo neural, la vesícula del cristalino, el 
sistema olfativo, el esbozo del tiroides, etc. Entre estos cambios, hay que considerar los 
procesos de proliferación y muerte celular, remodelación celular mediada por el 
citoesqueleto, interacciones célula a célula, adhesión celular y una estrecha relación con 
la matriz extracelular, entre otros. Estos eventos son responsables de un crecimiento 
diferencial que conduce a la creación de las diferentes cavidades en las que está 
subdividida el oído interno en el adulto (Purves et al., 2007) 
 A partir del tercer o cuarto día de incubación del embrión de aves (estadios 
HH18 y 24; E3-4), el esbozo ótico aparece claramente dividido en dos protuberancias o 
partes: dorsal (pars superior) y ventral (pars inferior) (Fig. 6).  
 La protuberancia dorsal (pars superior) dará lugar a los tres canales 
semicirculares, que se originan a partir de dos expansiones o bolsas, la bolsa vertical 
(bv) y la bolsa horizontal (bh), ambas situadas en la porción dorso-lateral del esbozo 
ótico (Fig. 6C). La bolsa vertical dará lugar al canal semicircular anterior y posterior, 
con una porción común, la cruz común (ccm). La bolsa horizontal dará lugar al canal 
semicircular horizontal (Fig. 6D). Este desarrollo justifica el hecho de que las 
alteraciones de los canales semicirculares anterior y posterior suelen estar asociadas, y 
normalmente independiente de las alteraciones asociadas al canal semicircular lateral 
(Jackler et al., 1987). Las tres ampollas, que alojan a las tres crestas, se desarrollaran 
como expansiones de dichos tubos en la cercanía del vestíbulo. Mecanismos de muerte 
celular programada o de transdiferenciación celular estarían implicados en la 
morfogénesis de estos canales (Waterman y Bell, 1984; Martín y Swanson, 1993; 
Fekete et al., 1997; Nishikori et al., 1999; Fig. 6). 
 De la cara medial de la protuberancia dorsal emerge el sistema endolinfático. El 
utrículo (u), con su correspondiente mácula (mu), se origina como una expansión de la 
protuberancia dorsal, justo en su porción más ventral, cercana a la protuberancia ventral 
(Fig. 6B,C). En aves, existe otro elemento sensorial vestibular dorsal, denominado 
mácula neglecta (mn), observado solo en algunos mamífero. Este elemento sensorial se 
ubicada en la parte posterior del oído interno, en una pequeña expansión cercana a la 
ampolla posterior.    
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 La protuberancia ventral (pars inferior) dará lugar al sáculo (s), situado siempre 
cerca del utrículo, y al conducto coclear (cc; Fig. 6). De su cara antero-medial emerge el 
esbozo del sáculo (s; mácula del sáculo, ms), mientras que el conducto coclear surge en 
estrecha relación con el sáculo (Fig. 6B-D). En el conducto coclear (cc) se dispone el 
órgano de Corti, o papila basilar (pb) en vertebrados no mamíferos, el cual se 
desarrollará en la pared medial de dicho conducto coclear (Fig. 6B-D). La mácula de la 
lagena (ml), ausente en mamíferos, se localiza en la parte más distal del conducto 
coclear (Bissonnette y Fekete, 1997; Fig. 6B-D). La estría vascularis en mamíferos, o 
tegmentum vasculosum (tv) en aves, se dispone en la pared lateral del conducto coclear 
en desarrollo (Fig. 6D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. (A-D) Esquemas de una visión anterior, representando los cambios morfogenéticos del oído 
interno de aves de tres días (E3, A), cuatro días (E4, B), cinco días (E5, C) y ocho días de incubación (E8, 
D). La línea a través del esbozo ótico separan la protuberancia dorsal de la ventral (pars superior/pars 
inferior). Se observan claramente los distintos elementos sensoriales y no sensoriales que se diferencian 
en estas dos regiones. Orientación: D: dorsal; M, medial, R: rostral. Tomadas de Sánchez-Guardado et al. 
(2012). 
 
4.5 Muerte celular y proliferación celular durante el desarrollo 
embrionario del oído interno 
 Durante el desarrollo del oído interno, la muerte celular programada o apoptosis 
es un proceso fisiológico de autodestrucción celular controlada, la cual permite: (i) la 
morfogénesis del laberinto membranoso; (ii) la correcta diferenciación de las células 
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ciliadas y las células de soporte; (iii) la renovación fisiológica del epitelio sensorial, y 
(iv) la correcta neurogénesis (Represa et al., 1990; Fekete et al., 1997; Zheng y Gao, 
1997; Nishizaki et al., 1998; Nishikori et al., 1999; Lang et al., 2000; Nikolic et al., 
2000; Avallone et al., 2002; León et al., 2004). 
 Los primeros cuerpos apoptóticos, característicos de la muerte celular 
programada, aparecen en los bordes de la placoda ótica durante su proceso de 
invaginación (Fig. 7A; Álvarez y Navascués, 1990; Represa et al., 1990, 1991; 
Nishikori et al., 1999; Lang et al., 2000; Sánchez-Calderón, 2005). Este foco de muerte 
celular se mantiene durante el proceso de cierre del esbozo ótico y separación definitiva 
del ectodermo cefálico de origen (Fig. 7B). Poco tiempo después, una nueva región 
apoptótica aparece en la pared ventro-medial de la vesícula ótica, coincidiendo espacial 
y temporalmente con la delaminación de los neuroblastos para dar lugar al ganglio 
acústico-vestibular, en el cual también se detectan cuerpos apoptóticos (Represa et al., 
1990; León et al., 2004).  
 En estadios más avanzados del desarrollo embrionario, la apoptosis ha sido 
detectada en la zona dorso-medial del epitelio ótico, en donde se origina el conducto 
endolinfático (Represa et al., 1990; Fekete et al., 1997; Nishikori et al., 1999; Lang et 
al., 2002). El foco de muerte celular ventro-medial, asociado a la formación del ganglio 
acústico-vestibular, persiste durante la elongación del conducto coclear, situado 
inmediatamente proximal a la mácula del sáculo (Marovitz et al., 1976; Fekete et al., 
1997; Nishikori et al., 1999; Nikolic et al., 2000; Lang et al., 2002; Sánchez-Calderón, 
2005).  
Además, la muerte celular también está implicada en la formación de los canales 
semicirculares. Éstos se forman a partir de unas bolsas aplanadas (la bolsa horizontal y 
vertical). En cada una de ellas, las paredes se aproximan entre sí hasta contactar, dando 
lugar a la denominada placa de fusión (pf; Fig. 7C, D’’). En estas regiones, las células 
epiteliales desaparecen para formar finalmente los canales semicirculares (Fig. 7D’, D’’, 
D’’’). En pollo (Fekete et al., 1997; Lang et al., 2002) y Xenopus (Haddon y Lewis, 
1996), se detecta muerte celular en la zona de contacto. Sin embargo, no se ha detectado 
muerte celular en las placas de fusión en el pez cebra (Waterman y Bell, 1984), ni en 
embriones de ratón (Martín y Swanson, 1993) y de humanos (Nishikori et al., 1999). 
Las diferencias descritas sugirieren que, además de la muerte celular, existen otros 
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mecanismos celulares, como la transdiferenciación celular, que puede también estar 
implicada en la formación de los canales semicirculares.  
 En la formación de los órganos sensoriales, también se observan regiones de 
muerte celular (Fig. 7C; ver Sánchez-Calderón, 2005). Se ha sugerido que esta muerte 
celular podría estar implicada en eliminar las células que no se especifican. Según 
Rubén (1967), en el oído interno se produce una sobreproducción de células que lo 
protegen durante el desarrollo de los posibles daños que pueda sufrir. En estadios más 
avanzados, su número se reduce mediante apoptosis a un valor funcionalmente correcto. 
Esta teoría está apoyada por los resultados obtenidos en ratón (Marovitz et al., 1976; 
Anniko et al., 1979; Nishizaki et al., 1998) y pollo (Hemond y Morest, 1992; Fekete et 
al., 1997). Por lo tanto, para la correcta morfogénesis del oído interno, es necesario un 
adecuado balance entre muerte celular y proliferación celular.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Muerte celular durante el desarrollo del oído interno. Se observan cuerpos apoptóticos (cabezas 
de flecha) en los bordes de la copa ótica (A; CO), en la zona de fusión de esos bordes en la formación de 
la vesícula ótica (B; VO) y en la placa de fusión  durante la formación de los canales semicirculares (pf; 
C, D’’), por ejemplo, el canal semicircular superior (css). (D’, D’’, D’’’) Etapas en la formación del canal 
semicircular superior (css) a partir de la bolsa vertical (bv). D’’, indicada en C, muestra la placa de fusión 
con cuerpos apoptóticos (puntos en D’’). Las secciones A y C fueron tratadas con la técnica TUNEL 
(detección de apoptosis o muerte celular programada). Se observa también muerte celular en algunos 
elementos sensoriales (C; cl, mu, ms). Orientación: D: dorsal; L: lateral; M: medial; R: rostral. Tomadas 
de Sánchez-Calderón et al. (2005) (A, C) y Álvarez, 1988 (B). La barra de aumentos en A indica 40 µm, 
en B indica 30 µm, y en C indica 65 µm. 
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4.6 . Neurogénesis en el desarrollo embrionario del oído interno 
 La especificación de algunas células del epitelio ótico en neuroblastos es quizás 
la decisión más temprana del destino celular que tiene lugar en el desarrollo del oído 
interno (Fig. 8). Al mismo tiempo que ocurre la invaginación de la placoda ótica, una 
población de células del epitelio ótico se desprenderán de él, justo de la parte más 
ventro-medial de la copa ótica, atravesando la lámina basal del epitelio ótico y sin 
alterar la integridad del mismo. Estas células migratorias, que invaden el mesénquima 
subyacente, son precursoras de neuronas (neuroblastos) (Fig. 8; Álvarez et al., 1989). 
Por lo tanto, la formación de las neuronas del ganglio acústico-vestibular (GAV) es un 
proceso secuencial que comprende: primero, la especificación de los precursores 
neuronales en el epitelio ótico a partir de un progenitor común epitelial multipotente; 
segundo, el desprendimiento y migración de los neuroblastos epiteliales hacia el 
mesénquima subyacente; y finalmente, la diferenciación de los neuroblastos en 
neuronas pseudopolares (Alsina et al., 2004; Sánchez-Calderón et al., 2007b).  
 Las neuronas del GAV y los elementos sensoriales surgirían a partir de un 
progenitor común epitelial multipotente, situado en un territorio del epitelio ótico que 
expresa los genes Ngn1 y Delta1. En una segunda etapa, los neuroblastos, ya 
diferenciados, expresarían los genes NeuroD y NeuroM, presentando aun una baja 
actividad proliferativa. Después de este periodo de determinación celular, los 
neuroblastos empiezan a dividirse y abandonan el epitelio ótico. En este momento, estas 
células pueden ser consideradas neuroblastos ganglionares, expresando marcadores 
como Islet1/2 y Tuj1, además de NeuroD/M (Alsina et al., 2004). 
 La señalización mediada por los FGFs está implicada en estos eventos de 
especificación y determinación de los precursores neurales dentro del epitelio ótico 
(neuroblastos epiteliales) (Alsina et al., 2004). La zona del epitelio ótico de la que se 
desprenden los primeros neuroblastos, los cuales expresan el gen Fgf19 (Fig. 8A-C, D-
G) (Sánchez-Calderón et al., 2007a), coincide con una estrecha franja situada en la zona 
de enfrentamiento del territorio de expresión de los genes Fgf10 y Otx2 (Fig. 8A-G; 
Pauley et al., 2003; Sánchez-Calderón et al., 2007a). Además, Hidalgo-Sánchez y 
colaboradores sugirieron que los neuroblastos se originan desde un territorio rostro-
medial entre los dominios de expresión de Otx2 y Gbx2, un área que expresa 
parcialmente Fgf8 (Hidalgo-Sánchez et al., 2000). En el pez cebra, el mutante ace 
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(pérdida de la función Fgf8) presenta un GAV considerablemente reducido (Leger y 
Brand, 2002; Phillips et al., 2001). Estas evidencias fueron confirmadas con estudios 
experimentales. Ensayos in vivo e in vitro en los que se implantaron bolas impregnadas 
de Fgf2 y Fgf8 llevaron a un aumento del tamaño del GAV, consecuencia de una mayor 
proliferación y migración de los neuroblastos (Adamska et al., 2001). Estos resultados 
sugieren claramente una estrecha relación entre los FGFs y la formación del GAV 
(Alsina et al., 2004; Sánchez-Calderón et al., 2007a,b; Fantetti y Fekete, 2012). Otras 
moléculas de señalización, como el factor de crecimiento insulínico (IGF-1) (Insulin-
like Growth Factors), podrían estar también implicados en este proceso de 
diferenciación neuronal (Camarero et al., 2003; Sánchez-Calderón et al., 2007b). 
 Estudios cuantitativos de la proliferación celular, la distribución espacio-
temporal de las figuras mitóticas y la orientación del huso mitótico, todo ello asociado 
al proceso de migración de los neuroblastos, han mostrado que el índice mitótico 
aumenta significativamente en esta zona de migración (Álvarez et al., 1989). Además, 
la frecuencia de las mitosis con su huso mitótico orientado radialmente es mayor en esta 
región que en el resto del epitelio ótico, lo cual podría facilitar el desprendimiento de los 
neuroblastos en migración. Hay que tener en cuenta que, aunque la mayoría de las 
divisiones mitóticas se dan en la cara apical del epitelio ótico, algunas figuras mitóticas 
se aprecian excepcionalmente en la región basal (Álvarez et al., 1989). Estas evidencias 
sugieren que los neuroblastos migrando, aún dentro del epitelio ótico, sufrirían mitosis 
que aumentarían su número sustancialmente (Fig. 8H-L) (Álvarez et al., 1989). 
 Una vez en el mesénquima cercano al esbozo ótico, los neuroblastos 
ganglionares, tras un largo proceso de diferenciación celular, darán lugar a neuronas 
pseudopolares que constituirán el GAV. Estas neuronas, durante su maduración, 
emitirán un axón que se bifurcará en “T” para inervar, por una parte, a cada uno de los 
elementos sensoriales que se diferenciarán en el laberinto membranoso ótico (Fekete y 
Campero, 2007), guiados por factores difusibles y atravesando la correspondiente 
porción de la lámina basal. Por otra parte, estas neuronas del GAV inervarán también a 
neuronas de determinados núcleos sensitivos de la vía auditiva o vestibular situados en 
el rombencéfalo o cerebro posterior (Ramón y Cajal, 1908a,b; Carney y Silver, 1983; 
Whitehead y Morest, 1985a,b). Según avanza el desarrollo embrionario, se produce la 
segregación del GAV. El ganglio vestibular o de Scarpa se sitúa en la porción más 
anterior y lateral, mientras que el ganglio coclear o espiral se dispondrá más 
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ventralmente (Ramón y Cajal, 1908a,b; Knowlton, 1967; Altman y Bayer, 1983; Carney 
y Silver, 1983). 
 El GAV está también constituido por células de Schwann y células satélite, las 
primeras de estas células siendo responsable de la mielinización de las fibras en dicho 
ganglio. Estas células gliales no proceden del epitelio ótico en desarrollo, tal y como lo 
hacen todos los neuroblastos, sino que proceden de las crestas neurales, las cuales se 
originan del borde del tubo neural durante su proceso de invaginación y cierre (cn; Fig. 
5E), especialmente de regiones más anteriores al esbozo ótico en formación (D'Amico-
Martel, 1982; D'Amico-Martel y Noden, 1983).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Migración de los neuroblastos en la formación del ganglio acústico-vestibular (GAV). (A-C) 
Secciones sagitales a la copa ótica (CO). (D) Microscopía electrónica de barrido y (E-G) secciones 
transversales a la vesícula ótica (VO). (H-L) Detalles de secciones semifinas horizontales (H, K, L), de 
una sección de criostato tratada con la sonda Fgf19/anticuerpo 3A10 (I) y de una sección de microscopía 
electrónica de transmisión (J). Los neuroblastos, marcados por la expresión del gen Fgf19 (cabezas de 
flechas en C, E, I), se desprenden de una porción del epitelio ótico situada en la interfase entre los 
territorios de expresión de los genes Fgf10 (flechas en A, F) y Otx2 (flechas en B, G). (J, L) Detalle de la 
prolongación de un neuroblasto que está abandonando el epitelio ótico (ep.ot) a travesando la lámina 
basal (LB) (cabeza de fecha en H-J), o que ya está en el mesénquima subyacente (M) (cabeza de fecha en 
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L). (K) distribución de las figuras mitóticas (flechas) en la zona de migración de los neuroblastos, 
señalando especialmente las mitosis radiales (flecha grande en K). Orientación: D: dorsal; L: lateral; M: 
medial; R: rostral. Tomadas de Sánchez-Calderón et al. (2007) (A-C, I) y Álvarez y Navascués (1990) 
(D) y Álvarez et al. (1989) (H, J, K, L). 
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1.  Aspectos generales del oído interno de los Cordados 
 En vertebrados, el oído interno más simple, en cuanto a su morfología y número 
de elementos sensoriales, se encuentra en los Mixines, el cual presenta tres elementos 
sensoriales: una mácula (macula communis) y dos crestas (cresta anterior y posterior), 
éstas últimas asociadas a un único canal semicircular (Lewis et al., 1985; Fritzsch et al., 
2002). Por otra parte, el oído interno más complejo, en cuanto a elementos sensoriales 
se refiere, está presente en ciertas especies de anfibios, que tiene nueve zonas 
sensoriales diferentes: tres crestas, mácula del utrículo, mácula del sáculo, mácula de la 
lagena, papila neglecta, papila basilar y papilla amphibiorum (esta última exclusiva de 
la Clase Amphibia) (Fritzsch et al., 2002). Sin embargo, el oído interno más complejo, 
en cuanto a la morfología es el de mamíferos, ya que presenta cada elemento sensorial 
en una cámara casi independiente del resto y un conducto coclear enrollado sobre si 
mismo. 
 Numerosos estudios descriptivos sobre la expresión de determinados factores de 
transcripción y otros estudios experimentales sugieren que el desarrollo de las diferentes 
estructuras del oído interno podría recapitular su historia evolutiva (Harrison, 1936; 
Léger y Brand, 2002; Raft et al., 2004; Bok et al., 2007; Whitfield y Hammond, 2007; 
Alsina et al., 2009; Groves y Fekete, 2012). En términos generales, la evolución del 
oído interno se basa en la multiplicación y modificación de regiones sensoriales 
existentes, permitiendo la diversificación funcional debido a la exploración de nuevos 
ambientes (Fritzsch, 1998; Fritzsch et al., 2002). De esta manera, la evolución ha 
conseguido transformar un oído simple, como el de Mixines, en una compleja estructura 
tridimensional con hasta nueve elementos sensoriales (Lewis et al., 1987; Fritzsch, 
1987; Fritzsch y Wake, 1988; Fritzsch et al., 2002; Groves y Fekete, 2012). 
 
2. Especificación del epitelio ótico: teoría de los compartimentos limitados de 
restricción clonal 
 Durante el desarrollo embrionario del oído interno de vertebrados, se requiere 
una correcta coordinación entre la morfogénesis del esbozo ótico y la especificación del 
destino celular en el propio epitelio ótico. La morfogénesis transforma un territorio 
epitelial plano (la placoda ótica) en una esfera hueca (el otocisto o vesícula ótica). Las 
células de la placoda ótica proliferan y se especifican en los diferentes tipos celulares 
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que constituyen el laberinto membranoso: las células ciliadas (mecanoreceptores 
sensoriales) y células de soporte de los distintos órganos sensoriales, las neuronas del 
ganglio acústico-vestibular y los tejidos no sensoriales, algunos de ellos de naturaleza 
secretora. Además de los mecanismos moleculares y celulares orientados a la 
especificación de los distintos tipos celulares, sería interesante conocer los procesos por 
los cuales estás células se disponen en una adecuada disposición espacio-temporal en 
esta estructura tridimensional tan compleja, sobre todo en relación con los ejes antero-
posterior, dorso-ventral y latero-medial (Fig. 9A y B; Fekete, 1996).  
 La especificación en el epitelio ótico está controlada por la expresión asimétrica 
de determinados genes reguladores e interacciones celulares locales (Fekete, 1996; 
Whitfield et al., 1997: Lang y Fekete, 2001; Bok et al., 2007; Alsina et al., 2009; Chatterjee 
et al., 2010; Groves y Fekete, 2012). El establecimiento de compartimentos del epitelio 
ótico en las etapas iniciales del desarrollo del esbozo ótico podrían ser esenciales para 
una posible identificación regional y posterior especificación del destino celular dentro 
del epitelio ótico (Fig. 9C). Estos compartimentos corresponderían con dominios de 
linaje celular restringido, definidos por los límites de expresiones de genes reguladores 
(Fig. 9E). El borde común entre dos compartimentos se denomina límite de 
compartimentos (Dahmann y Basler, 1999). Por lo tanto, estas áreas creadas durante el 
desarrollo embrionario del oído interno podrían estar implicadas en dictar la posición de 
los distintos órganos sensoriales y no sensoriales en el adulto (Fig. 9D) (Brigande et al., 
2000b; Fekete y Wu, 2002). Este modelo de desarrollo, basado en el establecimiento de 
compartimentos y límites de expresión génica, fue propuesto por Meinhardt para 
explicar la diferenciación y regeneración durante el desarrollo de las alas de Drosophila 
y los miembros de vertebrados (Meinhardt, 1983a,b; revisado en Meinhardt, 2008). Este 
modelo es clave también en el desarrollo del tubo neural de vertebrados (Puelles et al., 
2007). Esta hipótesis plantea el enfrentamiento de poblaciones diferentes 
genéticamente. A lo largo del borde de dicho territorio, se induce la secreción de un 
morfógeno. La fuente de este morfógeno sería una línea si son dos los dominios en 
contacto, mientras que sería un punto si se da la intersección de dos o más límites 
(Meinhardt, 1983a,b).  
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Figura 9.- Formación de compartimentos en el epitelio del esbozo ótico durante el desarrollo 
embrionario. (A) Las señales inductivas que especifican los ejes del epitelio ótico surgen desde diferentes 
estructuras, incluyendo el tubo neural (TN), notocorda (NT) y la superficie del ectodermo. (B) 
Representación de los límites que se producen por el enfrentamiento de distintos dominios de expresión 
génica. La región neurogénica (rayado) se especifica en el polo ventral, mientras que el sistema 
endolinfático (SE/CE) se especifica en el polo dorsal. Un anillo de células con competencia sensorial es 
creado (sombreado gris claro y medio), aunque solamente un pequeño número de estas células formará 
parte de los elementos sensoriales. (C) División de la vesícula ótica en ocho porciones y formación de los 
elementos sensoriales en los límites entre ellos. (D) Representación esquemática de un oído adulto de 
aves, mostrando las estructuras derivadas de los compartimentos propuestos en el otocisto (comparar con 
los colores utilizados en C. (E) Propuesta de la expresión de genes reguladores, compartimentos 
generados y las zonas o regiones generadas. Adaptado de Fekete (1996) (A y B); Brigande et al. (2000b) 
(C); Fekete y Wu (2002) (D y E). 
 Basándose en la teoría de los compartimentos limitados, Brigande y 
colaboradores (2000b) propusieron el siguiente modelo para facilitar el entendimiento 
de la formación de los elementos sensoriales. (1) El oído interno se segrega en dominios 
de linaje restringidos (compartimentos), definidos por amplios territorios de expresión 
de factores de transcripción. (2) La identidad de los compartimentos especificaría las 
partes estructurales del oído interno (canales semicirculares, utrículo, sáculo, cóclea, 
conducto endolinfático) y (3) la localización de los órganos sensoriales, así como (4) la 
migración de los precursores neuronales, todo ello por medio de señales de corto rango. 
(5) Los órganos sensoriales se formarían adyacentes a los límites definidos por estos 
dominios de expresión génica. (6) La identidad del compartimento también podría 
determinar el tipo de órgano sensorial: los órganos sensoriales alargados requerirían la 
intersección de sólo dos compartimentos para definir su localización espacial (órgano de 
Corti, en mamíferos; papila basilar, en vertebrados no mamíferos; o las máculas 
vestibulares), mientras que los órganos sensoriales puntuales, las crestas, requerirían la 
intersección de al menos tres compartimentos (Brigande et al., 2000b; Fig. 9). 
 
3. Especificación de los elementos sensoriales y no sensoriales durante el 
desarrollo del epitelio ótico 
 Los primeros estudios morfológicos sugirieron que los diferentes elementos 
sensoriales del oído interno de aves surgirían de un engrosamiento de la región ventro-
medial del epitelio del esbozo ótico, detectable aproximadamente en el estadio de 
vesícula ótica (Knowlton, 1967). En embriones de peces, las máculas vestibulares y las 
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crestas parecen originarse de una misma zona, denominada mácula común, localizada 
también en la porción ventro-medial del epitelio ótico (Haddon y Lewis, 1996; 
Millimaki et al., 2007; Sweet et al., 2011). La existencia de este simple dominio pro-
sensorial fue también apoyado por los estudios de la proteína BEN, una molécula de 
adhesión (Goodyear et al., 2001). Goodyear y colaboradores mostraron que el dominio 
BEN positivo marcaba, entre otros tejidos, una banda ventro-medial la cual se 
subdividía sucesivamente en todos los elementos sensoriales del oído interno de aves a 
partir del estadio HH22 en adelante. Dentro del epitelio ótico, el estudio de los patrones 
de expresión de los genes Serrate1 y LFng, dos componentes de la vía de Notch, ha 
permitido caracterizar, al menos parcialmente, algunos aspectos moleculares implicados 
en la especificación de este dominio con competencias sensoriales (Adam et al., 1998; 
Cole et al., 2000). Como alternativa, el origen de los diferentes elementos sensoriales 
podría surgir de un territorio ventral dispuesto alrededor de todo el esbozo ótico, a modo 
de anillo, propuesto como modelo de posibles compartimentos estancos en el desarrollo 
del oído interno de aves (Fekete, 1996; Fig. 9B). 
 Por otra parte, los trabajos de Wu y Oh (1996) han propuesto que los elementos 
sensoriales surgen de manera independiente los unos respecto de los otros, tal y como 
fue mostrado por el estudio de la expresión de Bmp4. En aves, la expresión de Bmp4 se 
localiza primeramente en dos regiones, anterior y posterior de la vesícula ótica. El 
dominio anterior daría lugar a la cresta anterior, mientras que el dominio posterior daría 
lugar a varios elementos sensoriales caudales: la cresta posterior, la mácula neglecta y la 
papila basilar. Un tercer dominio Bmp4 positivo aparecería posteriormente en la parte 
más lateral del esbozo ótico, correspondiendo con la cresta lateral, que parece surgir de 
novo, seguido de un dominio amplio situado en la región antero-medial, el cual daría 
lugar a la mácula del utrículo y del sáculo. Se especuló que el origen de todos estos 
dominios Bmp4 positivos podrían estar determinados por los límites de expresión de 
otros genes reguladores (Wu y Oh, 1996). La aparición de los distintos elementos 
sensoriales en zonas aisladas del epitelio ótico, de novo, fue sugerido también por la 
expresión de p75NGFR (Von Bartheld et al., 1991), BDNF (Hallbook et al. 1993) y 
Msh1 (Wu y Oh, 1996).  
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4. Factores de transcripción y moléculas de señalización para el correcto 
desarrollo del oído interno 
 Como se ha mencionado anteriormente, la especificación del epitelio ótico 
podría ocurrir por medio de una regionalización inicial del epitelio ótico generada por 
las expresiones asimétricas de genes específicos, cuyos límites pueden definir 
compartimentos restringidos de linaje celular, y por la interacción de señales locales 
(Fekete, 1996; Brigande et al., 2000b; Fekete y Wu, 2002; Kil y Collazo, 2002). Por 
consiguiente, el conocimiento de la expresión de diferentes familias de factores de 
transcripción y moléculas de señalización nos pueden ayudar a comprender la 
especificación regional, la gangliogénesis y la inervación inicial de los elementos 
sensoriales en el desarrollo del oído interno. Por ello, mediante la técnica de hibridación 
in situ, sería interesante encontrar algunos de estos amplios dominios de expresión 
génica.  
 El estudio de algunos patrones de expresión han sugerido que el sistema 
endolinfático se originaría en el polo dorsal del esbozo ótico por la intersección de dos 
límites. Mapas de destino utilizando DiI han situado el desarrollo del sistema 
endolinfático en la confluencia de los límites antero-posterior y medio-lateral, los cuales 
podrían actuar como líneas de restricción clonal (Brigande et al., 2000a,b). En aves y 
mamíferos, la expresión de Pax2 y EphA4 se localizan en la pared medial del oído 
interno, confirmando parcialmente esta hipótesis (Rinkwitz-Brandt et al., 1996; Nornes 
et al., 1990; Torres et al., 1996; Sánchez-Calderón et al., 2005). La expresión de genes 
de la familia Hmx podrían definir la porción lateral del esbozo ótico, asociada a la 
formación de los canales semicirculares, y en cuyos límites podrían diferenciarse varios 
elementos sensoriales, en particular las crestas (Kiernan et al., 1997). Esta porción 
lateral podría estar también definida por la expresión fuerte de SOHo-1, su expresión 
débil marca las futuras crestas (Kiernan et al., 1997). El desarrollo de la cresta lateral y 
su canal semicircular asociado estaría controlado por la expresión de Otx1 o Hmx3, en 
ratón; la cresta lateral desaparece en mutantes con alteraciones de estos genes 
(Acampora et al., 1996; Morsli et al., 1999). El enfrentamiento del dominio de 
expresión de ambos genes definiría un límite en torno al cual se definiría el territorio 
presuntivo de la cresta lateral (Brigande et al., 2000b). Por otra parte, se ha indicado que 
la expresión de Pax2 podría definir la porción ventral del esbozo ótico, y así contribuir 
al desarrollo del conducto coclear, dado que ratones mutantes de este gen no presentan 
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sistema auditivo (Torres et al., 1996). Resultados similares se han mostrado al analizar 
la expresión de Nkx5.1 (Hmx3), sek1 (EphA4) y algunos miembros de la familia Irx 
(Rinkwitz-Brandt et al., 1996; Bosse et al., 1997). No obstante, estos resultados 
contrastan con los obtenidos en el desarrollo de aves, en donde la expresión de Pax2 
marcaría otros compartimentos (Sánchez-Calderón et al., 2005). Además, no hay 
marcadores que permitan situar con claridad la disposición del límite antero-posterior, 
por lo que hace difícil localizar el territorio presuntivo de la papila basilar u órgano de 
Corti respecto de la mácula del sáculo. La separación entre la mácula del sáculo y del 
utrículo o la separación entre los canales semicirculares anterior y posterior queda por 
ser determinada en el contexto de esta hipótesis (ver Fekete y Wu, 2002; Fig. 9D,E).  
 A pesar de todos estos trabajos, la subdivisión del epitelio ótico en dominios por 
límites abruptos de expresión génica aun no ha sido mostrada. Los estudios descritos 
anteriormente han sido realizados en diferentes especies y en diferentes estadios del 
desarrollo, lo que hace difícil extraer cualquier conclusión coherente. Sería necesario la 
selección de algunos genes claves y la realización de un estudio sistemático, por 
ejemplo en aves, una especie muy utilizada como modelo experimental. 
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 En la actualidad, uno de los objetivos principales en el estudio del desarrollo del 
oído interno es determinar los factores moleculares y celulares implicados en los 
procesos inductivos del esbozo ótico, así como en la especificación y determinación de 
los diferentes elementos sensoriales y no sensoriales que se desarrollan a partir del 
epitelio ótico. Señales procedentes del tubo neural, el ectodermo cefálico, el 
mesénquima subyacente y los arcos faríngeos podrían regular estos procesos durante los 
estadios iniciales del desarrollo. 
Por ello, en este capítulo de la Tesis Doctoral, hemos abordado los siguientes objetivos: 
1. Describir exhaustivamente los patrones de expresión tanto espaciales como 
temporales de los siguientes factores de transcripción y moléculas de 
señalización: Meis2, Raldh3, Otx2 y Fgf10. Con ello, se pretende conocer el 
posible papel de dichos factores de transcripción y moléculas de señalización en 
la especificación de diferentes estructuras durante el desarrollo del oído interno. 
 
2. Comprobar si la expresión de estos genes forman compartimentos dentro del 
epitelio ótico, acorde con la teoría de los compartimentos limitados. 
 
3. Estudiar la posible interacción entre estos genes, a través de sus patrones de 
expresión, especialmente en la especificación y segregación de los diferentes 
elementos sensoriales del oído interno. 
 Estos trabajos descriptivos se realizarán en el desarrollo embrionario del oído 
interno de Gallus gallus (pollo), entre los estadios 18 al 34 de Hamburger y Hamilton 
(1951). Compararemos la expresión de estos genes con la expresión del gen Bmp4, un 
marcador de los elementos sensoriales del oído interno de aves durante el desarrollo 
embrionario (Wu y Oh, 1996; Sánchez-Calderón et al., 2004), y con la inervación de 
dichos elementos por axones del ganglio acústico-vestibular (GAV; Álvarez et al., 
1989; revisado por Fritzsch, 2003; Sánchez-Calderón et al., 2004), utilizando el 
anticuerpo 3A10 (Sánchez-Guardado et al., 2009, 2011a, 2012). Otros marcadores 
específicos han sido también utilizados. 
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1. Material de estudio 
En los diferentes experimentos, se utilizaron embriones de pollo (Gallus gallus, 
variedad Leghorn blanco). Los huevos fueron incubados en una estufa sin volteo, en un 
intervalo de temperatura que oscila entre los 37-38ºC y con humedad relativa constante. 
Los embriones usados para los patrones de expresión fueron extraídos entre los estadios 
HH18 y HH36 (10 días de incubación), según Hamburger y Hamilton (1951).  
2. Preparación del material 
2.1.  Fijación 
Los embriones fueron extraídos de los huevos y depositados en una placa Petri 
con PBS 0,1M. Mediante el empleo de una lupa binocular, se procedió a la 
determinación de su estadio de desarrollo, según las tablas de Hamburger y Hamilton 
(1951). A continuación, se procedió a la fijación de los embriones usando 
paraformaldehido al 4%, diluido en tampón fosfato salino (PBS) 0,1M, pH7,4, a 4ºC. 
Los embriones más pequeños, desde HH18 hasta HH30 (E7), fueron fijados por 
inmersión, con una duración que dependía del estadio (entre 4 y 8 horas). El resto de 
embriones fueron fijados primeramente por perfusión intracardiaca y posteriormente por 
inmersión durante 24 horas a 4ºC. 
2.2.  Congelación 
Una vez fijados los embriones, el material fue lavado repetidas veces con PBS 
0,1M durante 48 horas y, a continuación, se pasaron a una solución de PBS 0,1M y 
sacarora (10%), en la que se mantuvieron entre 24-48 horas a 4°C. Lo que se pretende 
con esta solución es crioproteger las muestras. 
Posteriormente, las piezas se pasaron a otra solución compuesta por PBS 0,1M, 
sacarosa (10%) y gelatina (10%), durante 30 minutos a 37ºC. Con este paso, 
conseguimos que la solución de sacarosa/gelatina envuelva por completo a la pieza y le 
de consistencia. 
Al mismo tiempo que se embebían los embriones en la solución de 
sacarosa/gelatina, se añadieron 2 ml de dicha solución en una bandeja de plástico de 5x5 
cm, que se colocó a 4ºC hasta la solidificación de la mezcla. A continuación, la pieza 
con la solución de sacarosa/gelatina se colocó en la bandeja de plástico, sobre la base 
  
42 
 
sólida de sacarosa/gelatina. Luego, se le añadió más solución sobre la pieza hasta 
cubrirla por completo. Después, se dejó a 4ºC durante aproximadamente 15 minutos con 
el fin de que se solidifique la solución de sacarosa/gelatina y se forme un bloque 
compacto. Cuando la mezcla estaba sólida, se sacó la pieza de gelatina de la bandeja de 
plástico y, bajo una lupa, se cortó en bloques más o menos cúbicos con una cuchilla. 
Después se talló el bloque con la pieza debidamente orientada contendrá en su centro. 
A continuación, el bloque se congeló a -70ºC. Para ello se utilizó alcohol 
isopropílico (2-propanol) al que se le añadió hielo seco (o nieve carbónica) para 
alcanzar una temperatura comprendida entre -60 y -75ºC.  
Previamente, habíamos recortado un cuadrado de 2x2 cm de una lámina de 
corcho de 3 mm de espesor. Sobre su anverso, anotamos el nombre identificativo o 
datos del espécimen que se va a congelar. Sobre el reverso, añadimos unas gotas de 
Tissu-Tek sobre las cuales se colocó el bloque de sacarosa/gelatina que contiene la 
muestra en su interior. Todo este conjunto (corcho/Tissu-Tek/bloque) se sumergió en el 
alcohol isopropílico (-70°C) durante 2 minutos. El Tissu-Tek a bajas temperatura 
solidifica, actuando de pegamento.  
Tras la congelación, sacamos el bloque del isopropanol pegado a la lámina de 
corcho, se secó con un poco de papel secante y se envolvió en papel de aluminio 
debidamente etiquetado. Las piezas se almacenaron a -80ºC hasta el momento de ser 
cortadas en el microtomo criostático. 
2.3.  Microtomía 
Los cortes se realizaron en un microtomo criostático con un grosor de 20 µm. Se 
obtuvieron series alternas para realizar posteriormente las distintas hibridaciones in situ 
y las reacciones inmunocitoquímicas. Los cortes se recogieron en portaobjetos 
superfrost, se dejaron secar durante 2 horas y se almacenaron posteriormente a -80ºC 
hasta su uso.  
3. Síntesis de sonda a partir de plásmidos lineales 
Los plásmidos circulares, que contenían las secuencias de los genes de estudio, 
fueron linealizados con sus correspondientes enzimas de restricción (ver Tabla 1), 
siguiendo las indicaciones de las correspondientes casas comerciales.  
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 Una vez que tenemos el plásmido linealizado, necesitamos una solución que 
contiene: 
- 2 µl de tampón 10x (Buffer). 
- 2 µl de una preparación de nucleótidos que lleva: ATP, GTP, CTP, 
UTP y UTP-digoxigenina. 
- 1 µl de inhibidor de RNAsa. 
- 1 µl de polimerasa (T3, T7 o Sp6). 
- 1 µg de plásmido lineal (DNAl).  
- Agua esteril MiliQ. 
El volumen de agua esteril MiliQ utilizado sería el necesario para obtener el 
volumen final de 20 µl, lo cual depende de la concentración de plásmido lineal 
utilizado. 
Tras preparar la solución en un eppendorf estéril, la incubamos durante 2 horas a 
37ºC. A continuación, añadimos 1 µl de DNAsa I y dejamos que actúe durante 45 
minutos a 37ºC para que destruya el DNA. Con esto conseguimos tener solo nuestro 
RNAm. Precipitamos el RNAm (sonda) obtenido en la solución de síntesis, añadiendo 
80 µl agua estéril, 10 µl LiC4 y 300 µl etanol 100%, y dejamos la mezcla unas 12 horas 
(toda la noche) a -20ºC. Después, centrifugamos a velocidad máxima durante 
aproximadamente 30 minutos a 4ºC, eliminamos el sobrenadante y quedándonos con el 
pellet. Luego, lavamos el pellet con etanol al 70% y etanol absoluto. Colocamos los 
eppendorf durante 2 minutos a 37ºC en la estufa para evaporar los restos de etanol. 
Posteriormente, resuspendemos el precipitado en 20 µl de agua estéril. El siguiente 
paso, fue comprobar, mediante un gel de electroforesis, si los fragmentos obtenidos 
corresponden con el tamaño esperado. Una vez comprobado que el fragmento es el de 
nuestro interés, le añadimos 20 µl de formamida para proteger la sonda y almacenarla a 
-20ºC.
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SONDAS DE RNA 
Gen *NCBI Posición 
Tamaño 
Inserto 
Enzima/Polimerasa 
Antisentido 
Referencia/laboratorio 
Bmp 4 NM 205237.1 1–807 806 Cla1/T7 Sánchez-Guardado et al., 2009 
Bmp 7 XM_417496.3 706–1.680 975 XhoI/T3 Merino et al., 1999 
Cath 1 CR 40596.1 1.843–2.743 899 Not1/T3 EST clone: ChEST686k4 
Delta 1 NM_204973.1 1.596–2.183 588 Not1/T3 Adam et al., 1998 
Fgf 10 NM_204696.1 214–900 686 NcoI/Sp6 Alsina et al., 2004 
Fgf 19 NM_204674.1 366–1.160 795 Not1/T3 EST clone: ChEST230k6 
FGFR 3 NM_205509.2 1–678 677 BamHI/T7 Bermingham-McDonogh et al., 2001 
Hes 5 NM_001012695.1 1–1.188 1188 Not1/T3 Fior y Henrique, 2005 
LFn NM_204948.1 2.190–2.663 473 Not1/T3 EST clone: ChEST378f3 
Meis 1 AF202933 121–716 595 SpeI/T7 Ferran et al., 2007 
Meis 2 AF199011 134–728 594 SphI/Sp6 Ferran et al., 2007 
Msx 1 NM_205488.2 588–1.309 721 Not1/T3 EST clone: ChEST325e24 
Otx 2 NM_204520 30-899 869 BamHI/ T7 Sánchez-Calderón et al., 2004 
Raldh 3 NM 204669.1 476–1.501 1.025 XhoI/Sp6 Sánchez-Guardado et al., 2009 
Serrate 1 XM 415035.3 436–1.141 706 HindIII/T7 Adam et al., 1998 
Sox 2 NM_205188.1 462–1.013 552 SalI/T7 Uchikawa et al., 1999 
ANTICUERPOS 
Anticuerpo Antigeno Dilución Identificación de anticuerpo 
3A10 Asociado a neurofilamentos  1/80 Sánchez-Guardado et al., 2012 
BEN 
Neuronas periféricas, 
precursores hematopoyéticos, 
Linfocitos Tinmaduros y activos 
1/100 
Pourquié et al., 1990; 
Bardet et al., 2006; 
Sánchez-Guardado et al., 2012 
Anti-mouse IgG Mouse IgG 1/100 Sánchez-Guardado et al., 2012 
Anti-Digo AP Digoxigenina 1/3.500 Sánchez-Guardado et al., 2012 
Tabla 1. Información sobre las sondas y anticuerpos usados 
*National Center for Biotechnology Information 
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4. Hibridación in situ sobre secciones de criostato 
1
er
 día 
Los cortes, obtenidos en el microtomo criostático y almacenados a -80ºC, se 
dejaron secar a temperatura ambiente durante 1 ó 2 horas. Con esto conseguimos que 
los cortes queden bien adheridos a los portas, impidiendo su desprendimiento durante 
todo el procesamiento. 
 Una vez secos, los cortes fueron postfijados con paraformaldehido 4% en PBS 
0,1 M durante 10 minutos, con el fin de eliminar toda la actividad enzimática del tejido. 
Después, se lavó el material 3 veces durante 10 minutos con PBS 0,1 M, haciendo 
siempre un primer lavado rápido para eliminar de forma masiva el paraformaldehido. A 
continuación, se procedió a la acetilación. Con este paso, se evitan las uniones no 
específicas de las sondas debido a los grupos amino de las proteínas cargados 
positivamente. La reacción de acetilación se llevó a cabo durante 10 minutos en 
agitación en un medio que contenía: 234 ml de agua, 4,2 ml de trietanolamina, 420 µl de 
HCl y 600 µl de acetato anhidro. Luego, permeabilizamos el material con Tritón X-100 
al 1% en PBS 0,1 M durante 30 minutos. Después, se lavaron las secciones 3 veces 
durante 5-10 minutos con PBS 0,1 M y, en la campana de gases, se incubaron con el 
tampón de hibridación (TpH) en horizontal (cámaras húmedas) durante 2 horas. El 
tampón de hibridación estaba compuesto por: 50% de formamida, 10% de dextran 
sulfato, 5x de solución Denhardt, 250 mg/ml de tRNA, y solución Salt. La solución Salt 
contiene: NaCl 0,2 M; Tris-HCl 10 mM; Tris-Base 1 mM, NaH2PO4-2H2O 5 mM, 
Na2HPO4 5 mM, y EDTA 0,5 M. Todos estos pasos fueron realizados a temperatura 
ambiente. 
Tras la incubación con el TpH, diluimos la sonda en un eppendorf a una 
proporción 1/200 en el mismo tampón (aproximadamente 200-300 ng/ml). Dicha 
solución fue colocada durante 5 minutos en el baño térmico a unos 80ºC. Con esto 
conseguimos que la sonda se desnaturalice, obteniendo cadenas monocatenarias, para 
que puedan hibridar correctamente. Una vez desnaturalizada, el eppendorf se introdujo 
en hielo durante 5 minutos para estabilizar las cadenas monocaterarias. Después, 
agitamos con el vortex para mezclar bien la sonda y, en la campana de gases, 
dispensamos 180 µl de la solución (sonda-TpH) y colocamos un cubreobjetos sobre los 
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portas para que se extienda por todas las secciones y estén todas bien cubiertas con 
dicha solución. Luego, colocamos las cámaras húmedas en la estufa a 72ºC y dejamos 
incubando durante 12 horas (toda la noche). 
2º día 
 Tras la incubación toda la noche con la sonda a 72ºC, calentamos una solución 
de citrato salino estándar (SSC) al 0,2x a 72ºC en el baño térmico. Quitamos los 
cubreobjetos de los portaobjetos e introducimos dichos portaobjetos en vertical en la 
solución SSC 0,2x previamente calentada, que volvemos a meter en el baño térmico a 
72ºC durante 45 minutos. Luego, realizamos un lavado con SSC 0,2x a temperatura 
ambiente durante 5 minutos. Seguidamente, se realizaron otros 3 lavados de 5 minutos 
cada uno con la solución B1 (Tris-HCl 100 mM pH 7,5; NaCl 100 mM; Triton X-100 
0,1%). A continuación, colocamos los portaobjetos en horizontal (cámara húmeda) y 
dispensamos en cada uno 300 µl de la solución de bloqueo (B2; B1 + NGS 10 % + 
Lisina 10 %) durante 1 hora. Por último, preparamos la solución con el anticuerpo 
antidigoxigenina (anti-Digo, AP; Roche) diluido en la solución B1 + NGS 1 %, en una 
proporción de 1/3.500, y dispensamos 300 µl de dicha solución sobre las secciones en 
horizontal e incubamos durante 12 horas (toda la noche) a temperatura ambiente. 
3
er
 día 
Realizamos 3 lavados en vertical con la solución B1 durante 5 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente, le damos dos lavados de 5 minutos a temperatura 
ambiente en la solución B3 (Tris-HCl 100 mM pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl2 50 mM; 
Tween 20 0,1 %). Este paso se realiza para cambiar el pH del medio. Luego, colocamos 
300 µl de la solución B4 (B3 + NBT/BCIP; Roche) en cada portaobjetos e incubamos 
en cámaras húmedas a temperatura ambiente, controlando el tiempo y observando el 
revelado al microscopio. Para la observación al microscopio, los portas se ponen en 
tampón B3 y, si queremos seguir con la reacción, volvemos a poner otros 300 µl de 
solución B4.  
Finalmente, las secciones se lavaron varias veces con PBS-T (0,05 % de Tritón 
X-100 en PBS 0,1 M) para eliminar la solución de revelado y proceder al montaje con 
Moviol. Para ello, ponemos unas gotas de Moviol sobre las secciones y colocamos un 
cubreobjetos, tapando todas las secciones y evitando que no queden burbujas. El Moviol 
Capítulo 1. Materiales y Métodos 
 
                    
47 
 
está compuesto por: glicerol 30 %, polivinil alcohol 40-88 12 % y Tris-HCl 120 mM pH 
8,5. 
5.  Inmunohistoquímica 
 
 Al igual que en la hibridación in situ, los cortes se dejaron secar a temperatura 
ambiente durante 1 ó 2 horas. Luego, se lavaron con PBS-T, para permeabilizar el 
tejido, 2 veces durante 10 minutos. A continuación, se incubaron los cortes en cámara 
húmeda durante 2 horas con una solución de bloqueo (lisina monoclorhydrato 0,1 M, 
normal goat serum (NGS) 10 % en PBS-T), para reducir las uniones inespecíficas. 
Como la inmunohistoquímica con el anticuerpo 3A10 siempre se hizo después de la 
hibridación in situ, y tiene un paso de bloqueo (solución B2, en el día 2), este paso nos 
lo saltamos. 
Después, las secciones se incubaron con los anticuerpo primarios monoclonales 
3A10 (1/80; Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB), Universidad de Iowa, 
IA) o anti-BEN (1/100; DSHB) en PBS-T con NGS al 1 %, durante toda la noche en 
cámaras húmedas (ver Tabla 1).  
El anticuerpo 3A10 ha sido usado como marcador de neuronas diferenciadas en 
el desarrollo del sistema nervioso de pollo (Yamada et al., 1991; Storey et al., 1992; 
Hill et al., 1995; Pérez et al., 1999). En el desarrollo del oído interno, el anticuerpo 
3A10 es una herramienta útil para marcar los axones de las neuronas del ganglio 
acústico-vestibular (GAV), permitiendo identificar los presuntivos epitelios sensoriales 
(Adam et al., 1998; Sánchez-Calderón et al., 2004, 2005, 2007a; Battisti y Fekete, 
2008; Sienknecht y Fekete, 2008, 2009; Sánchez-Guardado et al., 2009, 2011a, 2012). 
Mientras que el anticuerpo anti-BEN reconoce moléculas de adhesión celular de la 
superfamilia Ig en la superficie celular de las neuronas que proyectan periféricamente 
(Pourquié et al., 1990) y proyecciones olivocerebelosas (Chédotal et al., 1996). La 
inmunoreactividad de BEN también fue detectada en el epitelio ótico y axones del oído 
interno en desarrollo (Goodyear et al., 2001). 
Al día siguiente, las secciones se lavaron 3 veces durante 10 minutos con PBS-T. 
Después, se incubaron durante 2 horas con el anticuerpo secundario (1/100; GAM, Anti-
Mouse IgG-Biotinilado, Sigma) 1%). Pasadas las 2 horas, se volvió a lavar 3 veces 
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durante 10 minutos con PBS-T. Tras los lavados, las secciones se incubaron 2 hora con 
el complejo extravidin-biotina-peroxidasa (Sigma) en una dilución 1/200. 
Posteriormente, las secciones se volvieron a lavar 3 veces durante 10 minutos con PBS-
T y, además, se le dieron otros 2 lavados de 10 minutos cada uno con Tris 0,1 M (pH 
7,5). 
Por último, se reveló la actividad peroxidasa con una solución que contenía el 
cromógeno diaminobencidina (DAB) al 0,03 % y agua oxigenada al 0,005 % en Tris 
0,1M pH 7,5, para las secciones tratadas con el anticuerpo 3A10. Mientras que la 
solución de revelado de las secciones tratadas con el anticuerpo anti-BEN, contenía 
diaminobencidina (DAB) al 0,03 %, sulfato de níquel y amonio al 0,6 %, y agua 
oxigenada al 0,005 % en Tris 0,1M pH 7,5. La solución de revelado debe ser preparada 
en el momento de uso y protegida de la luz. Todos los pasos llevados a cabo durante la 
inmunihistoquímica fueron realizados a temperatura ambiente. 
Finalmente, las secciones se lavaron varias veces con PBS-T para eliminar la 
solución de revelado y se procedió al montaje con Moviol. 
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1. Expresión de los genes Meis2/Raldh3/Otx2/Fgf10 en el estadio de vesícula 
ótica (HH18-20) 
 
1.1. Porción dorso-lateral de la vesícula ótica 
Los genes Meis (myeloid ecotropic viral integration site) pertenecen a la 
superfamilia TALE (three-amino-acid loop extension) (Bertolino et al., 1995; Bürglin, 
1997). Estudios en diversos organismos han mostrado que el patrón de expresión de los 
genes Meis puede intervenir en la regionalización temprana y la posterior subdivisión 
funcional antero-posterior durante la morfogénesis de diferentes órganos (ver Sánchez-
Guardado et al., 2011b). No obstante, existen pocos estudios de los genes Meis en el 
desarrollo del oído interno de vertebrados (Zerucha y Prince, 2000; Hisa et al., 2004; 
Sánchez-Guardado et al., 2011a). 
 En secciones transversales a través de la vesícula ótica de aves, la expresión de 
Meis2 se detecta restringida al epitelio dorso-lateral de la vesícula ótica, que dará lugar 
a la bolsa vertical y horizontal, correspondiente al territorio presuntivo de los futuros 
canales semicirculares (Fig. 10A; Sánchez-Guardado et al., 2011a).  
 
1.2. Porción dorso-medial de la vesícula ótica 
 El ácido retinoico (AR), una hormona esteroidea formada a partir del retinal en 
mamíferos o de β-carotenos en aves, afecta a numerosos acontecimientos del desarrollo 
embrionario, regulando el crecimiento, diferenciación y supervivencia celular (Ross et 
al., 2000; Gavalas, 2002). En el desarrollo embrionario del oído interno, el AR activaría 
la transcripción de genes diana por medio de su unión a receptores nucleares 
específicos, regulando al menos parcialmente mecanismos moleculares y celulares 
implicados en el desarrollo del oído interno (Mark y Chambon, 2003; Romand et al., 
2006a). De esta manera, el exceso o déficit de AR induce defectos muy severos en el 
desarrollo de este complejo elemento sensorial (Romand et al., 2006a, Clagett-Dame y 
Knutson, 2011; Rhinn y Dollé, 2012). 
 Estudios detallados sobre la expresión espacio-temporal de las enzimas 
implicadas en la síntesis del AR, las retinaldehido deshidrogenasas (RALDH1-4) han 
mostrado que, a diferencia de mamíferos (Romand et al., 2006b), RALDH3 es la única 
enzima encargada de la elaboración del AR en el epitelio del oído interno de aves 
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(Sánchez-Guardado et al., 2009). En la vesícula ótica de aves, la expresión de Raldh3 
comienza a detectarse en la porción dorso-medial del epitelio otico (Fig. 10B; Sánchez-
Guardado et al., 2009), como había sido descrito previamente por Blentic (2003). El 
dominio Raldh3 positivo fue observado en la pared ótica más cercana al tubo neural. 
Este dominio de expresión corresponde al territorio presuntivo del sistema endolinfático 
(Torres y Giráldez, 1998; Fekete y Wu, 2002; Sánchez-Guardado et al., 2009). En este 
estadio del desarrollo, el área de expresión de Meis2 se enfrenta al dominio de expresión 
de Raldh3 (comparar cabezas de flecha en Fig. 10A y B), ambos territorios siendo 
excluyentes en la parte dorsal del esbozo ótico.  
1.3. Porción ventro-lateral de la vesícula ótica 
 En vertebrados, existen dos miembros de la familia de los genes Otx (Otx1 y 
Otx2), ortólogos del gen orthodenticle (otd) de Drosophila melanogaster (Acampora et 
al., 1999). En el desarrollo del sistema nervioso, ambos genes Otx están implicados en 
la especificación de su región anterior (Hidalgo-Sánchez et al., 2005). En los órganos de 
los sentidos, tales como en el oído interno, ojo y el epitelio olfatorio, la alteración de la 
expresión de Otx1 y Otx2 afecta a la formación de estos órganos sensoriales (Matsuo et 
al., 1995; Acampora et al., 1996, 2000; Morsli et al., 1999; Cantos et al., 2000; Beisel 
et al., 2005).  
 En el estadio de vesícula ótica, la expresión de Otx2 se localiza en la pared 
lateral del esbozo del conducto coclear, (Fig. 10C), correspondiente al territorio 
presuntivo del tegmentum vasculosum (Sánchez-Calderón et al., 2002, 2004). Dicha 
expresión constituye un dominio ventro-lateral en la vesícula ótica. En secciones 
transversales, podemos observar que el territorio de expresión de Meis2, dorso-medial, 
se enfrenta al dominio Otx2 positivo, ventro-lateral (comparar flechas en Fig. 10A,C).  
1.4. Porción ventro-medial de la vesícula ótica 
 Los factores de crecimiento fibroblástico (FGF; Fibroblastic Growth Factor) 
son moléculas de señalización implicadas en la especificación del destino celular, 
además de controlar la proliferación, migración y supervivencia de diferentes 
poblaciones celulares en numerosos sistemas, mediante la unión a receptores 
específicos, los FGFRs, miembros de la familia tirosina quinasa (Polanska et al., 2009; 
Knights y Cook, 2010). En el desarrollo del sistema nervioso, estos factores difusibles 
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están implicados en la inducción temprana del destino neural (Diez-del-Corral y Storey, 
2004; Wittler y Kessel, 2004; Heisenberg y Solnica-Krezel, 2008), así como en la 
regionalización del sistema nervioso central (Echevarría et al., 2005; Hidalgo-Sánchez 
et al., 2005). Dada su presencia en el epitelio del esbozo ótico, algunos de los miembros 
de la familia FGF son importantes candidatos para dirigir la regionalización del 
laberinto membranoso, así como la morfogénesis del oído interno (Hidalgo-Sánchez et 
al., 2000; Sánchez-Calderón et al., 2004, 2007b; Schimmang, 2007; Kelly y Chen, 
2009; Domínguez-Frutos et al., 2009; Sánchez-Guardado et al., 2012; Vendrell et al., 
2012). De entre todos los FGFs, el FGF10, ha recibido un gran interés por el gran 
número de eventos que regula durante el desarrollo de una amplia variedad de órganos 
(Ohuchi et al., 2000, 2005; Bates, 2011; ver Sánchez-Guardado et al., 2012). 
 En el desarrollo del oído interno de vertebrados, la expresión del gen Fgf10 se 
detectada por primera vez en la placoda ótica (Pirvola et al., 2000; Alsina et al., 2004). 
En la vesícula ótica, el dominio de expresión de Fgf10 forma una banda antero-posterior 
en su región ventro-medial (Alsina et al., 2004; Sánchez-Guardado et al., 2012). De esta 
menera, la expresión del gen Fgf10 definiría un dominio ventro-medial (Fig. 10D; 
Sánchez-Guardado et al., 2012), del cual derivan gran parte de los elementos sensoriales 
del oído interno de aves (ver más adelante; Sánchez-Guardado et al., 2012). La 
expresión de Raldh3 forma un gradiente dorso-ventral, delimitando ventralmente el 
territorio sensorial, Fgf10 positivo (comparar flechas grandes en Fig. 10B y D) (ver 
Sánchez-Guardado et al., 2009, 2012). Además, la expresión de Fgf10 parece 
enfrentarse al dominio Otx2 positivo (comparar flechas pequeñas en Fig. 10C y D). 
1.5. Regionalización del epitelio de la vesícula ótica 
 Con intención de analizar en detalle la posible regionalización del epitelio ótico 
en el estadio de vesícula ótica, hemos realizado hibridaciones in situ dobles con sondas 
para estos cuatro genes analizados: Meis2 con Fgf10 (Fig. 10E-G) y Otx2 con Raldh3 
(Fig. 10H-J). En la porción dorsal del esbozo ótico, la expresión de Meis2 (* en Fig. 
10E,F) y Raldh3 (* en Fig. 10H) son complementarias (comparar cabezas de flechas 
grandes en Fig. 10E y H). En la región medial de la vesícula ótica (Fig. 10F,I), el 
dominio de débil expresión de Meis2 (* en Fig. 10F) se enfrenta al territorio de fuerte 
expresión de Fgf10 positivo (** en Fig. 10F), justo en la parte anterior de la vesícula 
ótica (ver cabeza de flecha grande en Fig. 10F). En un corte inmediatamente ventral a 
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anteriormente descrito (Fig. 10I), se empieza a observar la expresión de Otx2 de manera 
muy suave en la parte lateral de la pared ótica, indicando la proximidad del dominio 
ventro-lateral marcado por su expresión (Fig. 10C), y más fuerte en la pared posterior 
(** en Fig. 10I). Es interesante resaltar que, a este nivel, el dominio Otx2 positivo se 
enfrenta al dominio Fgf10 positivo (comparar flechas pequeñas en Fig. 10F y I). En 
secciones horizontales más ventrales, la expresión de Otx2 marca casi la totalidad del 
epitelio ótico, salvo una porción situada en la parte medial de la vesícula ótica (entre 
flechas pequeñas en Fig. 10J). Aunque un número reducido de células Otx2 positivas 
parecen dispersarse en la pared medial, este territorio Otx2 negativo expresa el gen 
Fgf10 (** en Fig. 10G; comparar también flechas pequeñas en Fig. 10G y J). 
 La Figura 10K y 10L muestran un diagrama tridimensional con una visión 
anterior y posterior del esbozo del oído interno en estadio HH18-20. En estos esquemas 
se resumen los patrones de expresión de los cuatro genes comentados anteriormente.  
 
Figura 10. Secciones transversales (A-D) y horizontales (E-J) de la vesícula ótica (HH18-20), tratadas 
con una, en secciones transversales, o dos sondas,  en secciones horizontales, para los genes Meis2, 
Raldh3, Otx2 y Fgf10. En secciones transversales, la expresión de estos genes definen cuatro dominios: 
dorso-lateral (Meis2 positivos; A), dorso-medial (Raldh3 positivo; B), ventro-lateral (Otx2 positivo; C) y 
ventro-medial (Fgf10 positivos; D). (E, J) Hibridaciones in situ en secciones horizontales con dos sondas, 
ambas reveladas en azul, muestra el enfrentamiento entre los dominios de expresión delimitados por estos 
genes. Uno o dos asteriscos indican a qué gen corresponde el marcaje en estas dobles hibridaciones in 
situ. Las flechas y las cabezas de flechas marcan las interacciones de los territorios analizados. (K, L) 
Esquemas tridimensionales de la visión anterior (K) y posterior (L) de la vesícula ótica, donde se 
representan la expresión de los distintos genes (Meis2*-verde; Raldh3*-rojo; Otx2**-amarillo; Fgf10**-
azul). Los diferentes nivels de expresión del gen Bmp4 han sido también indicados. Los planos de cortes 
de las secciones horizontales se indican en K y L. Orientación: A, anterior; C, caudal; D. dorsal; M, 
medial, R, rostral. La barra de aumentos en D indica 44 µm (aplicado a A-D) y en H indica 36 µm 
(aplicado a E-J).  
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2. Expresión de los genes Meis2/Raldh3/Otx2/Fgf10 en el estadio HH24 
 En estadio HH24, el oído interno de pollo sufre importantes cambios 
morfogenéticos (Fig. 11). En la porción dorsal del epitelio otico aparece la bolsa vertical 
(bv; Fig. 11A,B) localizada dorso-lateralmente, de la cual se desarrollaran los canales 
semicirculares anterior y posterior. Dichos conductos membranosos están asociados con 
la cresta anterior y posterior, respectivamente. El canal semicircular lateral se desarrolla 
de la bolsa horizontal (bh; Fig. 11C), en la porción más lateral, la cual está relacionada 
con la cresta lateral (cl). En la porción dorso-medial del oído interno emerge el 
conducto endolinfático (ce; Fig. 11C), el cual se expande en su porción más distal 
formando el saco endolinfático (se). La mácula del utrículo (mu) y la mácula del sáculo 
(ms) adoptan posiciones centrales en la estructura vestibular. El conducto coclear surge 
de la porción ventro-medial del oído interno (cc; Fig. 11B-D), extendiéndose hacia la 
parte ventral del rombencéfalo (R; Fig. 11B,D). La papila basilar (pb) (órgano de Corti 
en mamíferos) se desarrolla en la pared medial de este conducto coclear (pb; Fig. 
11B,D). 
 En secciones transversales a través del oído interno de estadio HH24 (Fig. 11A-
D), la expresión de Meis2 fue observada en la bolsa vertical y horizontal (* en Fig. 
11A,B). El dominio de expresión fuerte de Meis2 delimita la cresta anterior, la cresta 
lateral y cresta posterior (no mostrado; ver Sánchez-Guardado et al., 2011a). Algunas 
células que expresan débilmente Meis2 fueron observadas en las crestas, Fgf10 positivas 
(no mostrado). En el vestíbulo, la mácula del utrículo y el sáculo no estaban marcadas 
por el gen Meis2. De hecho, el dominio de expresión de Meis2 se encuentra delimitando 
dorsalmente la mácula del utrículo, formando un borde bastante definido (no mostrado; 
Sánchez-Guardado et al., 2011a). Por la pared lateral del oído interno, Meis2 forma un 
gradiente dorso-ventral, llegando casi a solaparse con la expresión de Otx2 en su 
porción más anterior (comparar cabezas de flecha grandes en Fig. 11A,C). Una débil 
expresión de Meis2 se extiende un poco por la pared lateral del conducto endolinfático 
(no mostrado; Sánchez-Guardado et al., 2011a). Por otro lado, la expresión de Meis2 
nunca fue observada en el conducto coclear (Fig. 11A,B; Sánchez-Guardado et al., 
2011a). 
 La porción dorso-medial del epitelio ótico continúa siendo definida por una 
fuerte expresión de Raldh3, correspondiente al conducto y saco endolinfático (* en Fig. 
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11C,D; Sánchez-Guardado et al., 2009). En secciones horizontales, el dominio de 
expresión de Raldh3 se encuentra delimitado por la expresión de Meis2 a nivel de la 
inserción del sistema endolinfático al vestíbulo (comparar cabezas de flecha pequeñas 
en Fig. 11E,H). Además, dicho dominio de expresión se encuentra delimitando 
dorsalmente la mácula del utrículo y la mácula del sáculo (no mostrado; Sánchez-
Guardado et al., 2009), ambos elementos sensoriales marcados por la expresión de 
Fgf10 (ver más adelante; Sánchez-Guardado et al., 2012). El conducto coclear es 
negativo para Raldh3 (Fig. 11C). 
 En este estadio, la expresión de Otx2 se hace evidente en el epitelio del conducto 
coclear, principalmente en su pared lateral (cc; ** en Fig. 11C,D,I,J; Sánchez-Calderón 
et al., 2004). La expresión de Otx2 se encuentra delimitando el dominio Fgf10 positivo 
observado en el conducto coclear (comparar flechas en Fig. 11A-D, F,G,I,J). No 
obstante, algunas células Otx2 positivas se encuentran dentro de dicho dominio Fgf10 
positivo (comparar flechas en Fig. 11G,J). 
  La Figura 11K y 11L muestran diagramas tridimensionales de una vista anterior 
y posterior, respectivamente, del esbozo del oído interno en estadio HH24. En estos 
esquemas se resumen los patrones de expresión de los cuatro genes comentados 
anteriormente. Resaltar que la parte postero-medial del vestíbulo no está marcada por 
ninguno de los genes analizados (flechas en Fig. 11K). 
 
Figura 11. Secciones transversales (A-D) y horizontales (E-J) de la vesícula ótica (HH24) con 
hibridaciones in situ dobles, reveladas en azul. La expresión de Meis2 fue detectada en la bolsa vertical y 
horizontal (* en A,B,E). Fgf10 se observó en la pared ventro-medial (** en A,B,F,G), asociado a los 
elementos sensoriales especificados en este estadio. La expresión de Raldh3 fue observada principalmente 
en la porción dorso-medial del epitelio otico, el sistema endolinfático (* en C,D,H). La expresión de Oxt2 
se restringe a la pared lateral del conducto coclear (** en C,D,I,J). Las flechas y las cabezas de flechas 
marcan las interacciones de los territorios analizados. Esquemas de la visión anterior (K) y posterior (L) 
de la vesícula ótica donde se representan la expresión de los distintos genes (Meis2*-verde; Raldh3*-rojo; 
Otx2**-amarillo; Fgf10**-azul). La flecha indica el territorio sin marcaje para estos cuatro genes. Los 
diferentes nivels de expresión del gen Bmp4 han sido también indicados. Los planos de cortes de las 
secciones horizontales se indican en K y L. Orientación: A, anterior; C, caudal; D, dorsal; M, medial; R, 
rostral. La barra de aumentos en I indica 50 µm (aplicado a A-J).  
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3. Expresión de los genes Meis2/Raldh3/Otx2/Fgf10 en el estadio HH27 
 En estadio 27, el esbozo del oído interno adopta una apariencia más madura. 
Todos los elementos sensoriales y no sensoriales del oído interno de pollo están bien 
definidos (Wu y Oh, 1996; Sánchez-Calderón et al., 2004, 2005, 2007a). Los resultados 
obtenidos del análisis de la expresión de los genes Meis2, Raldh3, Otx2 y Fgf10 han 
sido descrito previamente (Meis2: Sánchez-Guardado et al., 2011a; Raldh3: Sánchez-
Guardado et al., 2009; Otx2: Sánchez-Calderón et al., 2004; Fgf10: Sánchez-Guardado 
et al., 2012). En este apartado, nos centraremos en la relación entre estos patrones de 
expresión en el contexto de la regionalización del epitelio ótico. Por simplificar, los 
resultados se mostrarán en esquemas tridimensionales de un oído interno de estadio 
HH27 (Fig. 12). 
 La expresión de Meis2 se mantiene en la bolsa vertical y horizontal (Fig. 12 ver 
Sánchez-Guardado et al., 2011a). La expresión de Meis2 se extiende hacia el sistema 
endolinfático, siendo ahora un pequeño área de la pared lateral del conducto 
endolinfático Meis2 positivo. En este estadio de desarrollo, todas las crestas, junto con 
la mácula neglecta, presentan una débil expresión de Meis2. La mácula del utrículo y la 
del sáculo no muestran expresión de Meis2. Ambos elementos sensoriales se encuentran 
delimitados por el dominio de expresión de Meis2 dorsal y lateralmente, 
respectivamente. En el conducto coclear la expresión de Meis2 nunca fue detectada 
(Fig. 12A; Sánchez-Guardado et al., 2011a). 
 La expresión de Raldh3 fue evidente en el conducto y saco endolinfático (Fig. 
11B; ver Sánchez-Guardado et al., 2009). Esta expresión de Raldh3 se extiende dorso-
lateralmente hacia la porción más ventral de la bolsa vertical. Células Raldh3 positivas 
fueron también detectadas entre los axones en el borde de todas las crestas. La fuerte 
expresión de Raldh3 claramente se detiene en el límite de la mácula del utrículo y la 
mácula del sáculo, en las cuales algunas células comienzan a expresar Raldh3 
débilmente. Células que expresen Raldh3 no fueron detectadas ni en la mácula neglecta 
ni en la mácula de la lagena, estos elementos sensoriales están sitúan en la parte 
proximal y distal del conducto coclear, respectivamente. En la porción proximal del 
conducto coclear, algunas células expresan bajos niveles de Raldh3 en su porción 
anterior, cercanos a la mácula del sáculo. Algunas células localizadas en el epitelio 
posterior expresan el gen Raldh3 levemente, asociadas a la papila basilar pero sin 
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presentar células que expresen Raldh3 en su interior (Fig. 12B; Sánchez-Guardado et 
al., 2009). 
 Una débil expresión de Raldh3 fue también observada en la porción central de la 
bolsa vertical, un área que podría corresponder con la futura placa de fusión (Fekete et 
al., 1997). Con respecto a los elementos sensoriales dorsales, el gen Raldh3 muestra un 
doble gradiente decreciente de expresión en la pared medial del oído interno, el cual se 
extiende desde su área central hacia la cresta anterior, rostralmente, y hacia la mácula 
neglecta y cresta posterior, caudalmente. El dominio de expresión de Raldh3 delimita al 
menos parcialmente estos elementos sensoriales (Fig. 12B; Sánchez-Guardado et al., 
2009). 
 La expresión de Otx2 continúa detectándose en la porción ventro-lateral del oído 
interno (Fig. 12C; Sánchez-Calderón et al., 2004). Dicha expresión fue observada entre 
la mácula del utrículo y la mácula del sáculo delimitándolas medial y lateralmente, 
respectivamente. Además, la expresión de Otx2 se extiende ventralmente por la pared 
lateral conducto coclear, excluyendo a la papila basilar y la mácula de la lagena (Fig. 
12C; Sánchez-Calderón et al., 2004). 
 En el estadio HH27, todos los epitelios sensoriales podrían ser fácilmente 
reconocibles por marcadores convencionales y/o inervación de las zonas sensoriales. La 
expresión de Fgf10 se muestra fuerte en todos los elementos sensoriales, excepto en la 
inervada mácula neglecta, la cual está próxima a la cresta posterior (Fig. 12D; Sánchez-
Guardado et al., 2012). Dicha mácula neglecta presenta una débil expresión de Fgf10 en 
su porción más dorsal. La expresión de Fgf10 hace evidente la separación entre algunos 
elementos sensoriales (Fig.12D; Sánchez-Guardado et al., 2012). 
 El gen Bmp4 ha sido propuesto como un buen marcador de los elementos 
sensoriales en desarrollo (Oh et al., 1996; Wu y Oh, 1996). Tras examinar la expresión 
de Bmp4 en el estadio 27, hemos observado un área que expresaba Bmp4 en la parte 
posterior del oído interno, el cual no estaba marcado por Fgf10. Este área Bmp4 
positivo, corresponde a una porción abneural del conducto coclear (Oh et al., 1996; Wu 
y Oh, 1996; Cole et al., 2000; Sánchez-Guardado et al., 2012). Por lo tanto, podemos 
concluir que la expresión de Bmp4 no se restringe a los elementos sensoriales en 
desarrollo, no siendo por ello un buen marcador sensorial. 
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 La Figura 12 A-D muestra diagramas tridimensionales de una vista anterior y 
posterior del esbozo del oído interno en estadio HH27. En estos esquemas se resume los 
patrones de expresión de los cuatro genes comentados anteriormente. Resaltar que, en 
este estadio del desarrollo, sus patrones de expresión se solapan en gran medida, a 
diferencia de lo que se observaba en el estadio HH24 (Fig. 11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. (A-D) Esquemas de la visión anterior y posterior del oído en donde se representan la 
expresión de los distintos genes (Meis2*-verde; Raldh3*-rojo; Otx2**-amarillo; Fgf10**-azul). (A) La 
expresión de Meis2 fue detectada en las bolsas de los canales semicirculares, y más débilmente en las tres 
crestas. La expresión de Meis2 se observa bordeando la mácula del utrículo y la del sáculo. (B) La 
expresión de Raldh3 es evidente en el sistema endolinfático y en el área más ventral de la bolsa vertical. 
Se observan células dispersas entre los axones de los bordes de todas las crestas. La mácula del utrículo y 
sáculo son bordeadas por la expresión de Raldh3, e incluso algunas células lo expresan débilmente dentro 
de estos elementos sensoriales. Células Raldh3 positivas fueron localizadas en el epitelio posterior del 
conducto coclear. (C) Otx2 se expresa en la pared lateral del conducto coclear y en la separación entre el 
territorio de la mácula del utrículo y el sáculo. (D) La expresión de Fgf10 es claramente apreciable en 
todos los elementos sensoriales, excepto en la mácula neglecta. Notar los huecos de expresión de Fgf10 
entre la cresta anterior y cresta lateral. Un estudion comparado muestra el grado de solapamiento en la 
expresi-on de estos genes. Los diferentes nivels de expresión del gen Bmp4 han sido también 
indicados.Orientación: C, caudal; D, dorsal; M, medial; R, rostral. Imagen tomada de Sánchez-Guardado 
et al. (2011a) (A), Sánchez-Guardado et al. (2009) (B), Sánchez-Calderón et al. (2004) (C), Sánchez-
Guardado et al. (2012) (D). 
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4. Expresión de los genes Meis2/Raldh3/Otx2/Fgf10 en el estadio HH34 
 Al octavo día de incubación (HH34), el laberinto membranoso del oído interno 
de pollo presenta su forma madura y una clara regionalización. Todos los elementos 
sensoriales pueden ser diferenciados histológicamente y morfológicamente.  
 En el estadio HH34 (E8, Fig.13), la fuerte expresión de Meis2 se muestra en 
todas las ámpulas y los canales semicirculares (Fig. 13A; Sánchez-Guardado et al., 
2011a). Sin embargo, una débil expresión de Meis2 fue observada en el área inervada de 
todas las crestas y la mácula neglecta. Todo el conducto coclear es negativo para la 
expresión de Meis2 (Fig. 13A; Sánchez-Guardado et al., 2011a). 
 La expresión de Raldh3 se observa claramente en el sistema endolinfático y en la 
porción basal de la cruz común (ccm; Fig. 13B; Sánchez-Guardado et al., 2009). En este 
estadio de desarrollo, las diferentes crestas muestran una clara expresión de Raldh3, 
pero de manera discreta. La relación entre las diferentes máculas (mu, ms, mn y ml) aún 
se mantiene. La expresión de Raldh3 ahora forma una banda dorso-ventral, que se 
encuentra bordeando la inervación de la papila basilar caudalmente y rodeando 
completamente la mácula de la lagena (Fig. 13B; Sánchez-Guardado et al., 2009). 
 La expresión de Otx2 se mantiene en la pared lateral del conducto coclear, en el 
territorio donde se localiza el tegmentum vasculosum (Fig. 13C; Sánchez-Calderón et 
al., 2004). El dominio de expresión de Otx2 se encuentra limitando con la débil 
expresión de Fgf10 en la pared anterior del conducto coclear, en un territorio que es no 
neural. La expresión de Otx2 forma una banda próximo-distal a lo largo del conducto 
coclear, introduciéndose en parte dentro del vestíbulo. En el comienzo de esta banda en 
el vestíbulo, el territorio Otx2 positivo se encuentra delimitando medialmente la mácula 
del utrículo y lateralmente la mácula del sáculo, mientras que en su porción distal, se 
encuentra delimitando ventralmente al territorio sensorial de la mácula de la lagena 
(Fig. 13C; Sánchez-Calderón et al., 2004). 
 La expresión de Fgf10 fue detectada fuertemente en los ocho elementos 
sensoriales del oído interno de pollo, estando todos ellos inervados por las dendritas del 
ganglio acústico-vestibular (Fig. 13D; ver Sánchez-Guardado et al., 2012). Existe un 
área débilmente marcada por Fgf10, que se extiende ventralmente desde la mácula del 
sáculo y contacta con la papila basilar. Existe también en el conducto coclear, otra área 
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marcada débilmente por Fgf10, que se extiende lateralmente hacia el territorio 
presuntivo del tegmentum vasculosum, el cual puede ser marcado específicamente por la 
expresión de Otx2. Es interesante indicar que la mácula del sáculo y la papila basilar 
estaban incluidas en una gran banda dorso-ventral Fgf10 positiva (Fig. 13D; ver 
Sánchez-Guardado et al., 2012). 
 La Figura 13 A-D muestran diagramas tridimensionales de una vista anterior y 
posterior del esbozo del oído interno en estadio HH34. En estos esquemas se resume los 
patrones de expresión de los cuatro genes comentados anteriormente. Resaltar que, en 
este estadio del desarrollo, sus patrones de expresión se solapan en gran medida, como 
se observó en el estadio HH27 (Fig. 12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Esquemas de la visión anterior y posterior del oído interno adulto, estadio HH34 (E8), donde 
se representan la expresión de los distintos genes (A: Meis2*-verde; B: Raldh3*-rojo; C: Otx2**-
amarillo; D: Fgf10**-azul). El área rayada representa los elementos sensoriales. Para las abreviaturas, ver 
lista. Orientación: C, caudal; D, dorsal; M, medial; R, rostral. Imagen tomada de Sánchez-Guardado et al. 
(2011a) (A), Sánchez-Guardado et al. (2009) (B), Sánchez-Calderón et al. (2004) (C) y Sánchez-
Guardado et al. (2012) (D). 
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5. Estudio detallado de la expresión de Fgf10 
5.1. Patrón de expresión de Fgf10 en el estadio tardío de vesícula ótica 
 Como vimos anteriormente en estadio HH18-21, la expresión de Fgf10 forma 
una banda antero-posterior, localizada en la parte ventro-medial del esbozo ótico. Este 
dominio antero-posterior Fgf10 positivo puede ser observado claramente tanto en 
secciones transversales (Fig. 14A-D) como horizontales (Fig. 14E). La expresión de 
Fgf10 es más intensa en su parte rostral que en la caudal (Fig. 14E). El dominio que está 
marcando Fgf10 incluye al menos el territorio presuntivo de la cresta anterior, la cual se 
encuentra ya inervada por las dendritas óticas marcadas con el anticuerpo 3A10 (ca; Fig. 
14A,E), y la cresta posterior (cp; Fig. 14C,D).  
Serrate1 (un ligando de los receptores Notch) está también implicado en el 
regionalización del otocisto de vertebrados (Adam et al., 1998; Cole et al., 2000; 
Kiernan et al., 2001; Brooker et al., 2006), definiendo un gran dominio ótico pro-
sensorial, antes de que se produzca la diferenciación de las células ciliadas (Abelló y 
Alsina, 2007). El extenso dominio de expresión Serrate1 también anuncia la aparición 
de las zonas sensoriales en el rudimento del oído interno de pollo (Adam et al., 1998; 
Cole et al., 2000). En los estadios HH18-20, la comparación en secciones horizontales 
de los dominios de expresión de Fgf10 y Serrate1, muestran que Serrate1 se encuentra 
marcando también una banda antero-posterior más extensa (Fig. 14G), en la cual se 
incluye la banda marcada por Fgf10 (comparar cabezas de flecha en Fig. 14F,G).  
Por otro lado, el gen Sox2 también parece estar implicado en el desarrollo de los 
dominios sensoriales del oído interno (Uchikawa et al., 1999; Kiernan et al., 2005, 
2006; Daudet et al., 2007; Hume et al., 2007; Neves et al., 2007, 2011, 2012; Babdoub 
et al., 2008). En el estadio HH18, las células que expresan Sox2 se detectan en el 
dominio antero-posterior del rudimento ótico (Fig. 14H). El borde rostral del dominio 
Sox2 positivo coincide con el dominio Fgf10 positivo, pero no su borde caudal 
(comparar cabezas de flecha en Fig. 14F,H). Según se avanza en el desarrollo (estadio 
HH21), el dominio de expresión de Sox2 se extiende caudalmente hasta incluir el 
territorio presuntivo de la cresta posterior (Fig. 14K), además de la cresta anterior (Fig. 
14L). 
 El gen Atoh1, un homologo cercano de Atonal en Drosophila, es un gen pro-
neural bHLH que se expresa en las zonas sensoriales en el desarrollo del oído interno de 
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vertebrados. Los genes Cath1 y Math1 son requeridos para la diferenciación de las 
células ciliadas en diferentes filos (Bermingham et al., 1999; Zheng y Gao, 2000; Chen 
et al., 2002; Kawamoto et al., 2003; Fritzsch et al., 2005; Matei et al., 2005; Pujades et 
al., 2006; Millimaki et al., 2007, 2010; ver también Fritzsch et al., 2006, 2010). En 
estadio HH20-21, secciones horizontales a través del desarrollo del oído interno de aves 
muestran algunas células dispersas Cath1 positivas en la cresta anterior inervada (ca; 
Fig. 14I) y en el desarrollo de la zona sensorial posterior, la cual contiene la cresta 
posterior (cp; Fig. 14I; Wu y Oh, 1996). Estas células que expresan Cath1 se encuentran 
en dos áreas que expresan el gen Bmp4 (Fig. 14J). En estadio HH21, los bordes laterales 
de los territorios de expresión de Fgf10, Cath1, Sox2 y Bmp4 coinciden (ver cabezas de 
flecha en Fig. 14I-L; Fgf10, no mostrado). En este momento, otros elementos 
sensoriales no están aun claramente especificados (Wu y Oh, 1996; Oh et al., 1996; 
Sánchez-Calderón et al., 2004, 2005, 2007b; Sánchez-Guardado et al., 2009, 2011a, 
2012). La Figura 14M y N muestra diagramas tridimensionales de una vista anterior y 
posterior de la vesícula ótica, respectivamente (HH21), resumiendo todos los resultados 
anteriores. 
    
Figura 14. Patrón de expresión de Fgf10 en el estadio de vesícula ótica. (A-D) Secciones transversales a 
través del oído interno de estadio HH21 desde nivel rostral (A) a caudal (D), tratado con la sonda Fgf10 y 
el anticuerpo 3A10. La expresión de Fgf10 muestra una banda rostro-caudal localizada en la porción 
ventro-medial del esbozo ótico (A-D), que se observa mejor en una sección horizontal en estadio HH18 
(E). (E-L) secciones horizontales a través del estadio HH18 (E-H) y HH21 (I-L), tratados con los genes 
indicados. En estadio HH18, la banda marcada por Fgf10 incluye el dominio de expresión de Serrrate1 
(ver flechas en F,G), mientras que el dominio de expresión de Sox2 está incluido en la porción antero-
medial de la banda Fgf10 positiva (comparar cabezas de flecha en E,H). En estadios HH21, el dominio de 
expresión de Fgf10 contiene la cresta anterior y posterior, Cath1, Sox2 y Bmp4 positivos (I-L). Esquemas 
tridimensionales de la visión anterior (M) y posterior (N) de la vesícula ótica, en donde se resumen los 
patrones de expresión de Fgf10, Serrate1 y Cath1, así como la expresión intensa y débil de Bmp4. 
Orientación: C, caudal; D, dorsal; M, medial; R, rostral. La barra de aumentos en B indica 14 µm 
(aplicado en A-D); en H indica 8 µm (aplicado en E-H); en K indica 9 µm (aplicado en I-L). 
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5.2. Patrón de expresión de Fgf10 en estadio HH24 
 Secciones horizontales del oído interno de estadio HH24 muestran que la 
expresión de Fgf10 se observa en varios, pero no en todos, los elementos sensoriales. 
Las zonas sensoriales que presentan la expresión de Fgf10 son: cresta anterior (ca) y 
posterior (cp), mácula del utrículo (mu), sáculo (ms) y de la lagena (ml), y la papila 
basilar (pb). La cresta lateral (cl) y la mácula neglecta (mn) no están dentro del dominio 
de expresión de Fgf10 (Sánchez-Guardado et al., 2012).  
 En este estadio de desarrollo, la expresión de Cath1 se detecta en la cresta 
anterior y posterior (ver Sánchez-Guardado et al., 2012), mientras que algunas células 
dispersas expresan Cath1 en la cresta lateral y mácula del sáculo (cl y ms; flechas en 
Fig. 15B,B’). Es interesante indicar que el territorio presuntivo de la cresta lateral, el 
cual es débilmente marcado por el gen Bmp4 (cl; Fig. 15C), está excluido del dominio 
Fgf10 positivo. A este nivel, el área de expresión de Fgf10 muestra un marcado límite 
justo adyacente a la cresta lateral (comparar cabezas de flecha en Fig. 15A-C). 
 Para confirmar si el dominio de expresión de Fgf10 excluye el territorio 
presuntivo de la cresta lateral en el estadio HH24, hemos usado diferentes marcadores 
de los elementos sensoriales. La expresión de Fgf19 fue descrita en la mácula del 
utrículo, con una intensa expresión en su borde lateral, siendo la cresta lateral Fgf19 
negativa (mu; Fig. 15E; Sánchez-Calderón et al., 2007b). Así, la expresión de Fgf19 es 
un buen marcador del límite entre la cresta lateral y la mácula del utrículo. Los límites 
laterales de los dominios de expresión de Fgf10 y Fgf19 coinciden (cabezas de flecha en 
Fig. 15D,E), corroborando que la cresta lateral es negativa para la expresión de Fgf10. 
El gen Hes5 (hairy and enhancer of split), codifica para uno de los factores de 
transcripción bHLH, el cual es considerado necesario para el desarrollo del oído interno 
de vertebrados (Adam et al., 1998; Zine et al., 2001; Kelly y Chen, 2007). En el 
desarrollo del oído interno de pollo, Hes5 se expresa en células del dominio pro-neural 
en estadio de copa ótica (Abelló et al., 2007). También, Delta1 un ligando de Notch se 
expresa en diferentes elementos sensoriales durante el desarrollo del oído interno de 
pollo (Adam et al., 1998; Bryant et al., 2002). En embriones de estadio HH24, el borde 
lateral de los dominios de expresión de Hes5 y Delta1 también coinciden con la de los 
genes Fgf10 y Fgf19 (cabezas de flecha en Fig. 15D-G,I). Por otra parte, el territorio de 
expresión débil de Serrate1 se extiende lejos del límite mencionado de los patrones de 
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expresión anteriores, marcando el territorio presuntivo de la cresta lateral (cl; Fig. 15H), 
similar a la expresión de Bmp4 (flecha grande en Fig. 15C). 
 Otra evidencia de que la cresta lateral está excluida del dominio de expresión de 
Fgf10 en los estadios tempranos viene dada por los patrones de expresión de Sox2 y 
Lunatic Fringe (LFng), además de la molécula de adhesión celular BEN, tres 
marcadores postulados para la especificación del epitelio sensorial en el oído interno. 
Sox2 está implicado en la diferenciación de los elementos sensoriales del oído interno 
de vertebrados (Uchikawa et al., 1999; Kiernan et al., 2005, 2006; Daudet et al., 2007; 
Hume et al., 2007; Neves et al., 2007, 2011, 2012; Dabdoub et al., 2008). En estadio 
HH24, la expresión de Sox2 está también ausente en la cresta lateral (cl; cabeza de 
flecha en Fig. 15J). LFng, un homologo en vertebrados del fringe en Drosophila, está 
implicado en el posicionamiento de los límites durante la embriogénesis (Laufer et al., 
1997; Rodríguez-Esteban et al., 1997). Este gen está implicado en la regionalización del 
oído interno (Laufer et al., 1997; Adam et al., 1998; Cole et al., 2000). Ha sido descrito 
que su expresión en la cresta lateral de pollo es aun ausente en estadio HH23/24, pero es 
evidente en estadio HH25 (Cole et al., 2000). BEN marca una banda en la que se va a 
desarrollar el epitelio sensorial en pollo, estando directamente implicado en la 
especificación de la cresta lateral, pero no está claramente demostrado en estadio HH24 
(Goodyear et al., 2001). Secciones horizontales a través del estadio HH24 del rudimento 
ótico muestran que la cresta lateral está claramente excluida de los dominios BEN y 
LFnf positivos (cl; cabezas de flecha en Fig. 15K,L). 
 En la parte caudal del rudimento ótico, la banda continua dorso-ventral de la 
expresión de Bmp4, el cual ha sido propuesto que está implicado directamente en el 
desarrollo de los elementos sensoriales óticos más caudales en pollo (cresta posterior, 
macula neglecta, papila basilar, y mácula de la lagena; Wu y Oh, 1996), no corresponde 
exactamente con el dominio de expresión de Fgf10. Hay un área Fgf10 negativa entre la 
cresta posterior en el vestíbulo y la zona Bmp4 positiva en el conducto coclear (cabezas 
de flecha grandes en Fig. 15A,C). Esta área, que expresa débilmente Bmp4, esta 
inervada por las fibras óticas pioneras 3A10 positivas, aunque no hay células que 
expresen Cath1 (cabeza de flecha grande en Fig. 15B). Es tentador asignar este 
territorio a la futura mácula neglecta, siendo Bmp4 positiva y Fgf10 negativa, porque 
dicha mácula siempre se localiza adyacente a la cresta posterior, un poco ventral y 
medial a dicha cresta (Wu y Oh, 1996; ver también Sánchez-Calderón et al., 2004, 
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2005, 2007a; Sánchez-Guardado et al., 2009, 2011a, 2012). Así, la mácula neglecta, 
similar a la cresta lateral, parecen estar excluidas de la banda continua antero-posterior 
de la expresión de Fgf10 observada en HH18-21 (Fig. 15). 
 En estadio HH24, un territorio que expresa Serrate1, posiblemente 
correspondiente al esbozo de la mácula neglecta, fue observado en la porción caudal del 
oído interno (mn; Fig. 15H). En este estadio del desarrollo, muchos de los embriones de 
pollo tratados con la sonda Fgf10 y Sox2 no muestran expresión en este territorio (para 
Fgf10, ver Fig. G,G’; Sox2 no mostrado), aunque algunos embriones comienzan a 
expresar muy bajos niveles de dichos genes (para Sox2, Fig. 15J; Fgf10, Fig. 15J’). Las 
dendritas de las neuronas del ganglio acústico-vestibular, marcadas por el anticuerpo 
BEN, son detectadas en este dominio caudal (mn en Fig. 15K; cabezas de flecha en 
15K’), localizadas justamente ventral a la cresta posterior, positiva para BEN (no 
mostrado). Este área Serrate1 positivo carece de expresión para otros marcadores del 
epitelio sensorial (Hes5, Delta1, y LFng; Fig. 15F,I,L). Esta porción del epitelio ótico 
recibe fibras desde el ganglio acústico-vestibular (Fig. 15G-L) y la expresión de Fgf10 y 
Sox2 comienza a observarse, por lo que se podría considerar como el territorio 
presuntivo de un elemento sensorial, aunque no se observen células ciliadas 
diferenciadas en estos estadios de desarrollo. Por lo tanto, se podría considerar que este 
territorio corresponde con la futura mácula neglecta.  
En la porción anterior del primordio ótico, un pequeño área del dominio de 
expresión de Fgf10 muestra una débil expresión de Fgf10, posiblemente sugiriendo que 
la banda antero-posterior Fgf10 positiva se está subdividiendo, y la mácula del utrículo 
y mácula del sáculo comienzan a separarse (flecha en Fig. 15A). 
 La Figura 15M y N resume los patrones de expresión de Fgf10 y Cath1 en el 
oído interno de estadio HH24. El dominio de expresión de Fgf10 contiene varios 
epitelios sensoriales: la cresta anterior (ca), la mácula del utrículo (mu), la mácula del 
sáculo (ms), la papila basilar (pb), la mácula de la lagena (ml), y la cresta posterior (cp). 
También se muestra el área de expresión débil de Fgf10 entre la mácula del utrículo y la 
del sáculo. Los patrones de expresión de todos los genes estudiados sugieren que el 
límite entre la mácula del utrículo y la cresta lateral está bien definido en estadio HH24. 
El territorio de la cresta lateral es negativo para los genes Fgf10, Fgf19, Hes5 y Delta1, 
pero positivo para Serrate1, Bmp4 y Cath1. La posible localización de la mácula 
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neglecta, identificada por la expresión de Serrate1, comienza a encontrarse dentro del 
dominio de expresión de Fgf10.  
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Figura 15. Especificación de la cresta lateral, mácula del utrículo, mácula del sáculo y mácula neglecta 
en los estadios HH24. Secciones horizontales a través del oído interno tratadas con los marcadores 
indicados (A-L). A nivel de la cresta lateral y la mácula del utrículo, los bordes de los dominios de 
expresión de los genes Fgf10 (A), Fgf19 (E), Hes5 (F), Delta1 (I), Sox2 (J), BEN (K) y LFng (L) son 
coincidentes, marcando el límite entre la mácula del utrículo/cresta lateral (cabezas de flecha). Este límite 
coincide con el límite de expresión fuerte de Serrate1 (cabeza de flecha en H) y con la expresión de 
Cath1 y Bmp4 en la cresta lateral (cabezas de flecha en B,B’,C). La cresta lateral está expresando 
Serrate1 débilmente (H). En este estadio del desarrollo, la expresión de Fgf10 es más débil entre la 
mácula del utrículo y del sáculo. El territorio presuntivo de la mácula neglecta (mn en G-L), inervada por 
los axones marcados con los anticuerpos 3A10 (cabeza de flecha en G’) y BEN (cabezas de flecha en K’), 
es Fgf10 negativo y Serrate1 positivo (mn; G,H). Sin embargo, algunos embriones muestran un marcaje 
débil de expresión de Fgf10 (J’) y Sox2 (J) en la futura mácula neglecta, Bmp4 positiva y Cath1 negativa 
(cabeza de flecha grande en B,C). Esquemas tridimensionales de la visión anterior (M) y posterior (N) del 
esbozo ótico donde se resumen los patrones de expresión de Fgf10 y Cath1. La débil e intensa expresión 
de Bmp4 también se representa. La cresta lateral (cl) y la mácula neglecta (mn) son Fgf10 negativas. 
Orientación: C, caudal; D, dorsal; M, medial; R, rostral. La barra de aumentos en C indica 40 µm 
(aplicado a A-C), en I indica 50 µm (aplicado en D-I), en indica 15 µm (aplicado en G’,J’K’) y en L 
indica 40 µm (aplicado en I-L). 
 
5.3. Expresión de Fgf10 y especificación de los órganos sensoriales en el 
estadio HH25-26 
 A los 4,5-5 días de desarrollo embrionario (estadio HH24+-26), los patrones de 
expresión de los genes considerados anteriormente cambian con respecto al dominio de 
la cresta lateral (cl; Fig. 16A-F, estadio HH24+; Fig. 16G-L, estadio HH25; Fig. 16M-P, 
estadio HH26). Fgf10 comienza a expresarse en la cresta lateral en embriones de estadio 
HH24+ (ver la baja expresión de Fgf10 en Fig. 16A; flecha en Fig. 16B). La cresta 
lateral muestra una expresión más fuerte de Cath1 (Fig. 16C,D) que en estadios previos 
(HH24; Fig. 15B). En este momento del desarrollo, Hes5 empieza a expresarse 
claramente en la cresta lateral (cl; Fig. 16E; flecha en Fig. 16F), así como Delta1 (no 
mostrado). En el estadio HH25 (Fig. 16G-L), la cresta lateral muestra una clara, aunque 
débil, expresión del gen Fgf10 (cl; Fig. 16G; flecha en Fig. 16H), dentro de un dominio 
que expresa Serrate1 (flecha en Fig. 16J). La expresión de Fgf10 va acompañada de una 
mayor expresión de Delta1 (flecha en Fig. 16K), Cath1 y Hes5 (no mostrado). Con 
respecto al gen Sox2, la mayoría de los embriones de estadio HH25 no muestran 
expresión en la cresta lateral, aunque algunos comienzan a presentar una expresión muy 
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débil de Sox2 (cl; Fig. 16L). En el estadio HH26, la expresión de Fgf10 en la cresta 
lateral es muy evidente (Fig. 16M), así como la expresión de otros marcadores, tales 
como Sox2 (Fig. 16O) y Hes5 (Fig. 16P). 
 Respecto a la especificación de la mácula del sáculo y la mácula del utrículo, la 
bajada de expresión de Fgf10 entre los dominios presuntivos de ambas máculas se hace 
más evidente (cabezas de flecha grande en Fig. 16G, estadio HH25; Fig. 16M, estadio 
HH26) que antes (estadio HH24; Fig. 15A). El progreso en la especificación de ambas 
máculas se confirma a su vez por la disminución de expresión de Serrate1, Sox2 y Hes5 
en la separación de estas dos máculas (ver cabezas de flechas grande en Fig. 16J,L,O,P). 
 En relación con la futura mácula neglecta, situada en la parte caudal del oído 
interno de estadio HH25/26 (Fig. 16G,I,J,L,M-P), este elemento sensorial muestra 
algunas células que expresan Fgf10 y Sox2 en una pequeña porción de su territorio 
presuntivo (mn; Fig. 16G,I,L,N,O), estando siempre incluida en el territorio que expresa 
Serrate1 (mn; Fig. 16J). En estos estadios, esta zona sensorial no expresa ni Hes5 (mn; 
Fig. 16P) ni Delta1 (no mostrado). 
 Referente al desarrollo de la mácula de la lagena, hemos comprobado si dicho 
elemento sensorial está incluido en el dominio de expresión de Fgf10 en estadio HH25-
26, usando diferentes marcadores moleculares. La expresión del gen Bmp7, el cual está 
implicado en la especificación de las zonas sensoriales auditivas y vestibulares, ha sido 
descrita en la mácula de la lagena y la papila basilar conjuntamente (Oh et al., 1996; ver 
Fig. 16S). Por otro lado, el gen Msx1 es considerado como un marcador de la mácula de 
la lagena (Wu y Oh, 1996). RNA mensajeros del gen Msx1 se detectan específicamente 
en este elemento sensorial, presente en la parte distal del conducto coclear, pero no en la 
papila basilar (Fig. 16U). Comparando la expresión de Bmp7 y Msx1 con la de Fgf10 y 
Serrate1, se puede concluir que en estadio HH25-26 el territorio presuntivo de la 
mácula de la lagena se desarrolla en los dominios de expresión de Fgf10 y Serrate1 
(Fig. 16Q,R). En este estadio de desarrollo, la mácula de la lagena no muestra expresión 
para Sox2 y FGFR3 (Fig. 16T,V), estando el gen FGFR3 restringido a la papila basilar 
(Bermingham-McDonogh et al., 2001). Por lo tanto, en este momento del desarrollo 
(HH25-26), el territorio presuntivo de la mácula de la lagena se encuentra situado dentro 
de un dominio Fgf10 positivo, contiguo al de la papila basilar. 
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Figura 16. Especificación de la cresta lateral, mácula del utrículo, mácula del sáculo y la mácula neglecta 
en estadio HH24+-26. Secciones horizontales (A-P) y transversales (Q-V) tratadas con las sondas 
indicadas en cada imagen y el anticuerpo 3A10. El límite de la cresta lateral/mácula del utrículo se indica 
con cabezas de flecha (A-H,J-M,O,P). Fgf10 (A,B,G,H,M), Cath1 (C,D), Hes5 (E,F,P) y Delta1 (K) se 
observan en la cresta lateral (cl). La expresión de Sox2 también se detecta en la cresta lateral en estadio 
HH26 (O), pero no tan evidente en el estadio HH25 (L). Todos estos patrones de expresión se encuentran 
incluidos en un gran dominio de expresión de Serrate1 (flecha en J). La separación entre la mácula del 
 74 
 
utrículo y la mácula del sáculo es más evidente (cabezas de flecha grandes en G,J,L,M,O,P). La mácula 
neglecta expresa Serrate1 (mn; J), mostrando bajos niveles de expresión de Fgf10 (mn; G,I,M,N) y Sox2 
(mn; L,O), estando ausente la expresión de Delta1 (no mostrado) y Hes5 (mn; P). En secciones 
transversales (Q-V), la mácula de la lagena, Msx1 positiva (ml; U), se encuentra incluida en los dominios 
de expresión de Fgf10 (ml; Q), Serrate1 (ml; R), y Bmp7 (ml; S), pero es negativa para Sox2 y FGFR3 
(ml; T,V). Las cabezas de flecha en Q-V indican el borde entre la papila basilar/mácula de la lagena. 
Orientación: C, caudal; D, dorsal; M, medial; R, rostral. La barra de aumentos en F indica 15 µm 
(aplicado en B,D,F), en H indica 12 µm (aplicado en H,K,I,N), en P indica 40 µm (aplicado en 
A,C,E,G,J,L,M;M,O,P) y en U indica 60 µm (aplicado en Q-V). 
 
5.4. Expresión de Fgf10 en estadio HH27  
 En estadio 27, los progresos morfogenéticos son más evidentes, y todos los 
elementos sensoriales son más fácilmente reconocibles. En secciones transversales a 
través del oído interno de estadio HH27 la expresión de Fgf10 está presente en todos los 
elementos sensoriales (Fig. 17A-D). La inervación de la mácula neglecta (mn; Fig. 
17D), la cual se encuentra en la proximidad del territorio de la cresta posterior, es la 
última marcada por Fgf10 (mn; Fig. 17D). La mácula neglect presenta la expresión de 
Fgf10 en su parte dorsal (no mostrado) pero no en su parte ventral (Fig. 17D). Este tipo 
de secciones también muestran que la cresta anterior se encuentra bastante separada de 
los elementos sensoriales vestibulares (no mostrado). Sin embargo, la cresta lateral y la 
mácula de la lagena no se han separado de su elemento sensorial cercano en este estadio 
de desarrollo (la mácula del utrículo y la papila basilar, respectivamente), aunque la 
expresión de Fgf10 se hace más débil entre la separación de ambos elementos 
sensoriales (cabezas de flecha en Fig. 17B,C). Sería interesante resaltar que los 
dominios presuntivos de la mácula del sáculo y la papila basilar están incluidos en una 
banda continua dorso-ventral de expresión de Fgf10, presentando una expresión 
homogénea (Fig. 17B). 
 Con respecto a la expresión de Bmp4, elevados niveles de Bmp4 se han 
observado en todas las crestas y la mácula del sáculo (ca, cl, cp, ms; Fig. 17J,K,M), 
mientras que solamente una débil expresión se observa en la mácula del utrículo, papila 
basilar y mácula de la lagena (mu, pb, ml; Fig. 17K,L). Por lo tanto, podríamos 
considerar que, durante el desarrollo del oído interno, la expresión de Fgf10 es mejor 
marcador de los elementos sensoriales que la expresión de Bmp4. 
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 Células que expresan Cath1 están presentes en todas las crestas (Fig. 17E,G,I), 
en un reducido área de la mácula del utrículo (mu; Fig. 17F,G) y en toda la mácula del 
sáculo (ms; Fig. 17G). La papila basilar muestra un bajo número de células que 
expresan Cath1 (no mostrado). La expresión de Cath1 es negativa para la mácula de la 
lagena (ml; Fig. 17H) y la mácula neglecta (mn; Fig. 17I). La localización de algunas de 
las células que expresan Cath1 se restringe a algunos, pero no todos, los elementos 
sensoriales. 
 La Figura 17N y O resumen los patrones de expresión de Fgf10 y Cath1 en el 
oído interno de estadio HH27. Todos los epitelios sensoriales están completamente 
marcados por la expresión de Fgf10, excepto la mácula neglecta que lo está 
parcialmente. La separación entre la cresta lateral y la mácula del utrículo, por un lado, 
y la papila basilar y la mácula de la lagena, por otro lado, presentan una débil expresión 
de Fgf10 (cabezas de flecha en Fig. 17N). La mácula del sáculo y la papila basilar están 
aun incluidas en una banda continua dorso-medial de expresión de Fgf10. Por otro lado, 
la banda dorso-medial de expresión de Bmp4 se localiza en la porción caudal del oído 
interno de estadio HH27, la cual se extiende desde la mácula neglecta a la mácula de la 
lagena (flecha en Fig. 17O), estando ausente para la expresión de Fgf10 y cualquier otro 
marcador de células ciliadas diferenciadas, en particular Cath1.  
 
 Figura17. Patrones de expresión de Fgf10, Cath1 y Bmp4 en el estadio HH27. Secciones 
transversales. Las sondas que han sido usadas están anotadas en cada columna. Todas las secciones están 
tratadas con el anticuerpo 3A10. (A-D) La expresión de Fgf10 se observa en todos los elementos 
sensoriales, siendo menos evidente en la mácula neglecta (mn; D). Las cabezas de flecha en B y C 
señalan las áreas con baja expresión de Fgf10. (E-G) Las células que expresan Cath1 se detectan en las 
crestas (ca, cl y cp; E,G,I), la mácula del utrículo (mu; F,G) y la mácula del sáculo (ms; G). (J-M) 
Diferentes niveles de expresión de Bmp4 se observan en muchos territorios sensoriales. Esquemas 
tridimensionales de la visión anterior (N) y posterior (O) del oído interno de estadio HH27 que resumen 
los patrones de expresión de Fgf10 y Cath1. La débil e intensa expresión de Bmp4 es también distinguida. 
La débil expresión de Fgf10 es indicada (cabezas de flecha). En el conducto coclear, el dominio abneural 
de expresión de Bmp4 no presenta expresión de expresión de Fgf10 y Cath1. Orientación: C, caudal; D, 
dorsal; M, medial; R, rostral. La barra de aumentos en M indica 60 µm (aplicado en A-M). 
 
 
 76 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 1. Resultados 
 
                   Introducción General 
77 
 
5.5. Expresión de Fgf10 en el estadio HH34 
 Al octavo día de incubación (E8; HH34), el laberinto membranoso de pollo ha 
alcanzado su forma madura y su regionalización definitiva. Todos los epitelios 
sensoriales pueden ser identificados histológicamente y morfológicamente. La 
expresión intensa de Fgf10 se detecta en todos los elementos sensoriales del oído 
interno de pollo (Fig. 18A-E), los cuales están inervados por las dendritas de las 
neuronas del ganglio acústico-vestibular (Fig. 18A-E). Resultados similares se han 
obtenido con otros marcadores, tales como Serrate1, Cath1, y Hes5 (para la mu, ms, y 
pb, ver Fig. 18F-J). Un área entre la unión sáculo-coclear, contigua a la mácula del 
sáculo, expresa débilmente Fgf10 (flechas en Fig. 18A,C) y fuerte expresión de 
Serrate1 (flecha en 18F), pero es negativa para Cath1 (Fig. 18G). Este área de baja 
expresión de Fgf10 se extiende ventralmente por el epitelio del conducto coclear 
proximal (cc; flecha en Fig. 18A), donde contacta con la fuerte expresión de Fgf10 en la 
papila basilar (ver flecha en Fig. 18D). En el conducto coclear, el dominio de expresión 
débil forma una banda no sensorial Fgf10 positiva a lo largo del borde neural anterior de 
la papila basilar. Esta región no presenta expresión de Cath1 (Fig. 18H), ni para Hes5 
(Fig. 18I) ni Serrate1 (Fig. 18J). Este área de baja expresión de Fgf10 se extiende hacia 
el dominio presuntivo del tegmentum vasculosum (tv; Fig. 18D), el cual esta definido 
específicamente por la expresión de Otx2 (tv; Fig. 18K; Sánchez-Calderón et al., 2004; 
comparar cabezas de flecha en Fig. 18D,K). Por lo tanto, en estadio HH34, todos los 
elementos sensoriales del epitelio ótico están definidos por una fuerte expresión de 
Fgf10 y las fibras óticas marcadas con el anticuerpo 3A10. Sin embargo, la mácula del 
sáculo y la papila basilar están incluidas en una gran banda dorso-ventral marcada por la 
expresión de Fgf10. La Figura 18L y M resumen la expresión de Fgf10 en el oído 
interno de estadio HH34. 
Figura18. Patrón de expresión de Fgf10 en estadio HH34. Secciones horizontales tratadas con las sondas 
indicadas y el anticuerpo 3A10. (A-K) La expresión de Fgf10 es detectada en todos los elementos 
sensoriales (A-E), los cuales están claramente definidos por el anticuerpo 3A10, también marcados por la 
expresión de Serrate1 (F,J), Cath1 (G,H) y Hes5 (I). Notar que existe un territorio no sensorial, Fgf10 
positivas, entre la mácula del sáculo y la papila basilar (ms y pb; flechas en A,C), estando marcado 
también por Serrate1 (flecha en F) y no por Cath1 (flecha en G). En el conducto coclear, el dominio de 
expresión de Fgf10 es más grande que el área inervada de la papila basilar (pb; flecha en D; ver también 
flechas en H-J), colindando con la expresión de Otx2 del tegmentum vasculosum (tv; cabezas de flecha en 
D,K). (L,M) Diagramas en 3D que resumen el patrón de expresión de Fgf10 en estadio HH34 del oído 
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interno. Resaltar la débil expresión de Fgf10 entre la mácula del sáculo (ms) y la papila basilar (pb) 
(flechas), así como en un territorio contiguo a la papila basilar. Orientación: C, caudal; D, dorsal; M, 
medial; R, rostral. La barra de aumentos en A indica 60 µm (aplicado a A-M). 
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1. Regionalización del epitelio ótico 
 Durante el desarrollo del oído interno, los tipos celulares surgen en una correcta 
relación espacial unos respecto de los otros. Esto podría ser simplificado si el epitelio 
ótico estuviera segregado en diferentes compartimentos desde estadios tempranos. Este 
mecanismo de regionalización ocurre en otros sistemas, tales como en los apéndices de 
las moscas y el rombencéfalo de vertebrados, donde se forman compartimentos que son 
esenciales para la identidad regional y la especificación del destino celular (Meinhardt, 
1983a; Puelles et al., 2007). Este proceso estaría controlado por la expresión asimétrica 
de determinados genes reguladores, principalmente factores de transcripción, los cuales 
definirían áreas de restricción clonal dentro del epitelio ótico en desarrollo (Fekete y 
Wu, 2002). Una vez definidos estos compartimentos, el consecuente enfrentamiento 
entre poblaciones celulares adyacentes, con claras diferencias moleculares y genéticas, 
sería responsable de la síntesis de señales difusibles (morfógenos) desde los bordes de 
esos dominios celulares hacia las células colindantes (Meinhardt, 2008). Por lo tanto, la 
expresión asimétrica de determinados genes son las responsables de la regionalización 
inicial del epitelio ótico y posterior diferenciación celular. 
 Tras la inducción ótica, cuando la placoda ótica se invagina para formar la 
vesícula ótica, el patrón de expresión de los genes reguladores en el epitelio ótico se está 
estableciendo. Los mecanismos de señalización desde el rombencéfalo están 
directamente implicados en la especificación de los ejes dorso-ventral y/o latero-medial 
del esbozo ótico, mientras que señales desde el mesodermo subyacente y la notocorda, e 
incluso de los arcos faríngeos, pueden determinar la especificación del eje rostro-caudal 
(Riccomagno et al., 2005; Bok et al., 2007, 2011; Hammond y Whitfield, 2011; Groves 
y Fekete, 2012). De esta manera, el epitelio de la copa ótica, y consecuentemente el de 
la vesícula, se podría regionalizar por la acción de estas señales externas al esbozo ótico 
(Fig. 9). Sería interesante conocer cuáles podrían ser estos compartimentos en el epitelio 
ótico.  
 Nuestros trabajos descriptivos sobre los patrones de expresión de posibles genes 
reguladores nos han permitido dividir el epitelio de la vesícula ótica en cuatro porciones 
o dominios moleculares. El gen Raldh3, que codifica para la enzima encargada de la 
síntesis del ácido retinoico (AR), se empieza a expresar en el estadio de vesícula ótica, 
probablemente inducido por señales difusibles provenientes del rombencéfalo. La pared 
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dorso-medial del esbozo ótico, lugar en el que se desarrollará el sistema endolinfático, 
en particular su porción más dorsal, empieza a expresar este gen. El borde lateral y 
ventral del dominio Raldh3 en el estadio HH18 coincide con el límite medial y dorsal 
del dominio Meis2 y Fgf10, respectivamente, delimitando por un lado, el dominio 
dorso-lateral Meis2 positivo y el dominio ventro-medial Fgf10 positivo (ver más 
adelante). Se podría plantear la hipótesis que el AR endógeno podría ser necesario, y 
quizá suficiente, para la morfogénesis y regionalización del oído interno, 
proporcionando información posicional y controlando la expresión de genes reguladores 
dianas involucrados en concretar los ejes dorso-ventral y latero-medial del esbozo ótico.  
 Miembros de la familia de los genes Otx están implicados en el establecimiento 
del patrón interno de varias estructuras embrionarias (Simeone et al., 2002; Hidalgo-
Sánchez et al., 2005). Se ha descrito que Otx1/2 se expresan en el desarrollo del oído 
interno de vertebrados, observándose la expresión de Otx2 en la pared ventro-medial del 
epitelio ótico de pollo, correspondiente al territorio presuntivo del tegmentum 
vasculosum (Sánchez-Calderón et al., 2002, 2004). Ratones mutantes de Otx muestran 
alteraciones de la cóclea (Morsli et al., 1998; Cantos et al., 2000), por lo que puede 
estar implicado en la especificación del conducto coclear. La expresión de Otx2 podría 
estar controlada por el AR. En el desarrollo del sistema nervioso, el AR determina la 
localización inicial del territorio que expresa Otx2 durante la gastrulación, reprimiendo 
a Otx2 (Ang et al., 1994; Avantaggiato et al., 1996; Li y Joyner, 2001). En el desarrollo 
del oído interno, otras vías de señalización (tales como FGF, SHH y BMP) podrían 
definir la localización del Otx2 en estadios de desarrollo temprano. 
 Recientemente fue mostrado que el AR de los somitas inhibe las vías de 
señalización de los FGFs en el epitelio del tubo neural (Diez-del-Corral et al., 2003; 
Novitch et al., 2003; Wilson y Maden, 2005). Esta inhibición ha sido confirmada en el 
desarrollo del telencéfalo (Marklund et al., 2004). Todo ello sugiere que el AR, 
generado en el epitelio ótico dorso-medial, puede difundir y regular algunas señales del 
epitelio ótico, afectando a la especificación de los elementos sensoriales adyacentes 
probablemente por efecto dependiente de la dosis.  
 Por otro lado, también se ha visto que los genes Meis modulan diferentes 
fenotipos telencefálicos al controlar las señales de AR y FGF (Marklund et al., 2004). 
Se sabe que los genes Meis son importantes dianas del AR y que cooperan en el patrón 
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de varias estructuras durante el desarrollo. Los genes Meis está implicados en el 
establecimiento del patrón próximo-distal de las extremidades de vertebrados mediante 
el control del AR (Mercader et al., 2000, 2005; Qin et al., 2002; Yashiro et al., 2004). 
Nuestros trabajos han mostrado que los genes Meis se expresan en la porción dorso-
lateral del esbozo ótico, un territorio implicado principalmente en la formación de los 
canales semicirculares, y posiblemente de sus elementos sensoriales asociados, las 
crestas. En el cerebro posterior de Xenopus, Xmeis3 y el RA parecen estar 
significativamente implicados en la regionalización antero-posterior (Dibner et al., 
2004). Por lo tanto, los genes Meis y la vía de señalización del AR pueden actuar 
conjuntamente para determinar la información posicional a lo largo de los ejes 
morfogenéticos del esbozo del oído interno. Así, el AR podría portarse como un 
morfógeno, probablemente controlando el desarrollo del sistema endolinfático y de los 
canales semicirculares, además de la especificación del epitelio sensorial (Romand et 
al., 2006b; Sánchez-Guardado et al., 2009). De esta manera, el grado de distribución del 
AR puede tener un largo rango de difusión desde la expresión de Raldh3 en la región 
ótica dorso-medial, pudiendo ser el responsable de la cooperación dosis-dependiente de 
MEIS y AR. 
 
 Es interesante notar que la expresión de Meis2 precede a la de Raldh3 (Sánchez-
Guardado et al., 2009, 2011a). La señal del AR probablemente mantiene, pero no 
induce, la expresión de Meis2 en los estadios tempranos del desarrollo. Las 
interacciones de AR y Meis2 pueden ser particularmente relevantes en estadios 
posteriores, cuando la especificación de los sitios sensorial y no sensorial tienen lugar, 
siendo menos importante durante el periodo de inducción ótica. Así, Meis2 podría tener 
dos papeles diferentes durante el desarrollo del oído interno: uno en los eventos 
tempranos morfogenéticos y otro en la posterior especificación del epitelio otico. 
 Desde hace un tiempo, se viene considerando al gen Fgf10 como un excelente 
marcador de las zonas sensoriales (ver más adelante), marcando el epitelio pro-neural 
desde estadios tempranos del desarrollo otico (Alsina et al., 2004; Abelló y Alsina, 
2007, Sánchez-Guardado et al., 2012). Por lo tanto, según los resultados obtenidos de 
estos patrones de expresión de los genes Fgf10, Meis2 y el AR, podríamos postular que 
estas señales se están reprimiendo/activando mutuamente para determinar la precisa 
localización de al menos el epitelio sensorial vestibular. El epitelio sensorial auditivo 
 84 
 
podría estar determinado por la interacción de los genes Fgf10, Otx2 y el AR, sin 
olvidar el efecto de SHH desde la notocorda. Más estudios son necesarios para entender 
mejor las interacciones de MEIS, AR, OTX2 y FGF, y sus implicaciones en el patrón 
que controla el desarrollo normal del epitelio otico. 
2. Un nuevo planteamiento sobre los compartimentos de epitelio ótico 
 Los grupos de investigación de las Dras. Donna M. Fekete y Doris Wu 
propusieron un modelo de desarrollo para el oído interno de vertebrados, en especial de 
aves y mamíferos, por el cual el epitelio ótico estaría subdividido en varios 
compartimentos. Los bordes de estos dominios, definidos por la expresión de genes 
reguladores y determinados a su vez por la acción de señales procedentes de los tejidos 
cercanos, proporcionarían señales posicionales. Las interacciones o intersecciones entre 
estos territorios definirían los lugares del epitelio en el cual se especificarían los 
diferentes elementos sensoriales del oído interno de vertebrados (Fekete, 1996; 
Brigande et al., 2000a,b; Fekete y Wu, 2002). No obstante, esta hipótesis no se ha 
podido confirmar definitivamente por la ausencia de estudios exhaustivos de la 
expresión combinada de genes claves, así como un estudio comparado entre diferentes 
grupos de vertebrados, sobre todo entre aves y mamíferos.  
 Nuestros trabajos se han centrado en la búsqueda de genes que regionalicen el 
epitelio ótico en desarrollo, implicados sobre todo en la especificación de los distintos 
ejes del esbozo ótico: dorso-ventral, latero-medial y antero-posterior. De entre todos los 
genes analizados, cuatro de ellos han sido importantes en estos estudios: Raldh3 
(Sánchez-Guardado et al., 2009), Meis2 (Sánchez-Guardado et al., 2011a), Fgf10 
(Sánchez-Guardado et al., 2012) y Otx2, este último descrito en detalle previamente 
(Sánchez-Calderón et al., 2005). Como casi todos los genes analizados en el desarrollo 
del oído interno de vertebrados, estos presentan patrones de expresión muy dinámicos. 
Los cambios en los límites de expresión de estos genes dificulta la confirmación de la 
existencia de compartimentos estancos durante el desarrollo del epitelio ótico. Sin 
embargo, en el estadio de vesícula ótica tardía (HH22-24), los dominios de expresión de 
los genes Raldh3, Meis2, Fgf10 y Otx2 se enfrentan los unos a los otros, sin 
solapamientos y sin dejar ningún hueco de expresión entre ellos. En este estadio, ni 
antes ni después, se confirma la hipótesis de los compartimentos propuestos por Fekete 
y Wu (2002): (1) Meis2 definiría un compartimento implicado en la formación de los 
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canales semicirculares, y quizá directa o indirectamente en la especificación de las 
crestas; (2) Raldh3 marcaría el territorio presuntivo del sistema endolinfático y su 
inserción en el vestíbulo; (3) Fgf10 definiría un compartimento sensorial, que incluiría a 
los elementos sensoriales fundamentales o básicos del oído interno de vertebrados, 
excepto la cresta lateral y la mácula neglecta, evolutivamente de reciente aparición (ver 
más adelante); (4) mientras que Otx2 estaría implicado en el desarrollo del conducto 
coclear, en concreto del tegmentum vaculosum, la estría vascularis de mamíferos.  
 Estos resultados nos llevan a plantear otro modelo para explicar el desarrollo del 
oído interno de los vertebrados. Se podrían definir cuatro etapas en la embriogénesis de 
este órgano sensorial. La primera de ellas atañe al proceso de inducción de la placoda 
ótica en el ectodermo cefálico. Una vez determinada la competencia de este territorio 
placodal, y quizá con ello la especificación del eje antero-posterior del futuro esbozo 
ótico, vendría una segunda etapa en la que se dan los cambios morfogéticos que llevan a 
la formación de la copa ótica y la vesícula ótica, así como la posible especificación de 
los ejes dorso-ventral y latero-medial. Este periodo terminaría con el cierre del poro 
ótico, formándose una estructura casi esférica independiente del ectodermo cefálico del 
que se origina. Desde este estadio, HH16-17, la vesícula ótica estaría sometida a la 
acción de señales difusibles procedentes de los tejidos próximos, que determinaría una 
regionalización completa del epitelio ótico, momento en el cual se podría considerar la 
hipótesis de los compartimentos claramente definidos (HH24). Una vez que el esbozo 
ótico se ha regionalizado correctamente en cuatro porciones (dorso-medial, dorso-
lateral, ventro-medial y ventro-lateral), empezaría un cuarta etapa en la que se 
produciría la especificación completa de todos los elementos sensoriales y no 
sensoriales del oído interno, junto con todos los cambios morfogenéticos que le 
acompaña. Entre ellos, destacar la formación del sistema endolinfático, los canales 
semicirculares, la subdivisión del territorio pan-sensorial Fgf10 positivo, con las 
adquisición de nuevas propiedades adaptativas, y el desarrollo del conducto coclear 
asociado a la audición como percepción sensorial más tardía en la evolución del oído 
interno de vertebrados. Estudios de nuevos patrones de expresión y trabajos 
experimentales serían necesarios para confirmar este nuevo planteamiento. 
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3. Especificación de los elementos sensoriales: la expresión del gen Fgf10 
 El desarrollo de los elementos sensoriales del oído interno es una recapitulación 
de su historia evolutiva. Estudios histológicos del oído interno de diferentes vertebrados 
han sugerido que el primordio sensorial podría localizarse en la pared ventro-medial del 
otocisto, de donde se piensa que se forman todos los elementos sensoriales (Knowlton, 
1967). Recientes datos moleculares apoyan la hipótesis de que la evolución de un 
epitelio sensorial múltiple sucedió a través de subdivisiones sucesivas de un epitelio 
sensorial único y sencillo (dominio pan-sensorial; Fig. 19A), ya existente en el oído 
interno de un vertebrado ancestral, adquiriéndose así nuevas adaptaciones evolutivas 
(Fritzsch y Beisel, 2001). De esta manera, durante la evolución, el oído interno de los 
vertebrados ha pasado de tener dos crestas y una única mácula central, perteneciente a  
Mixines (Fig. 19B), a una estructura tridimensional compleja que puede albergar desde 
seis elementos sensoriales, característico de peces (Fig. 19C), hasta ocho elementos 
sensoriales en el caso de aves (Fig. 19D) y nueve órganos sensoriales distintos en ciertas 
especies de anfibios (Fritzsch y Wake, 1988; Fritzsch y Beisel, 2001). Además, existe 
otra hipótesis que sugiere la adquisición de nuevos elementos sensoriales del oído 
interno por una nueva creación, de novo (Wu and Oh, 1996; Bang et al., 2001; Bever y 
Fekete, 2002; Hammond y Whitfield, 2006). Así, la segregación desde un territorio 
original y la creación de nuevos elementos sensoriales son consideradas las dos 
tendencias evolutivas en el desarrollo filogenético del oído interno de vertebrados.  
Ha sido propuesto que la expresión de Fgf10 podría estar implicada en promover 
la morfogénesis durante el desarrollo del oído interno de aves y mamíferos (Pirvola et 
al., 2000; Pauley et al., 2003; Alsina et al., 2004; Ohuchi et al., 2005; Abelló y Alsina, 
2007). En la placoda ótica de aves, la expresión de Fgf10 se detecta en su porción más 
antero-medial. Este dominio Fgf10 positivo cambia durante la formación de la vesícula 
ótica, formando una banda bien definida situada en la porción ventro-medial del esbozo 
ótico. Así, Fgf10 define un dominio presuntivo neuro-sensosial que anticipa la 
expresión de varios genes pro-neurales y neurogenéticos, tales como Ngn1, Delta1, 
Hes5 y NeuroD/M (Alsina et al., 2004; Sánchez-Guardado et al., 2012).  
Nuestros resultados muestran claramente la hipótesis de una implicación de 
Fgf10 en la especificación de los elementos sensoriales durante el desarrollo del oído 
interno de aves. El dominio pan-sensorial descrito por Knowlton (1967) quedaría 
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definido por la expresión del gen Fgf10 (Sánchez-Guardado et al., 2012). El domino de 
expresión del Fgf10 en la vesícula ótica delimita un territorio sensorial competente, 
incluido completamente en un área mayor de expresión de Serrate1. Este dominio 
Fgf10 positivo no incluye a los territorios presuntivos de todos los elementos 
sensoriales. La cresta anterior y posterior, las máculas del utrículo, del sáculo y de la 
lagena, así como la papila basilar, se diferencian dentro de él, mientras que la cresta 
lateral y la mácula neglecta están excluidas de este dominio común, adquiriendo la 
expresión Fgf10 cuando estos elementos sensoriales se diferencian posteriormente en el 
desarrollo. Se podría sugerir que estos dos elementos sensoriales se generan de novo en 
áreas adyacentes (compartimentos) al dominio inicial Fgf10 positivo, y que su 
especificación podría estar mediada por señales locales aun desconocidas, incluyendo 
posiblemente a los genes Serrate1 y Bmp4, entre otros. Estos resultados, junto con la 
expresión de marcadores de células ciliadas, en particular Cath1, nos permite 
determinar el momento de la especificación de cada elemento sensorial (Sánchez-
Guardado et al., 2012). Por lo tanto, nuestros trabajos descriptivo de la expresión del 
gen Fgf10 en el desarrollo del oído interno de aves, considerado como un buen modelo 
en estudios experimentales, confirman la existencia de estas dos directrices evolutivas 
(Fig. 19; Sánchez-Guardado et al., 2012). 
4. Aspectos moleculares y evolutivos del oído interno de vertebrados  
 En etapas iniciales del desarrollo embrionario, hemos observado que la 
expresión del gen Raldh3 delimita dorsalmente la banda continua antero-posterior de 
expresión del gen Fgf10 (Sánchez-Guardado et al., 2009, 2012). Por ello, la interacción 
entre el AR y FGF10 podría provocar la inhibición de la expresión de Fgf10 por el AR, 
induciendo la consiguiente subdivisión del territorio pan-sensorial Fgf10 positivo 
observado en la vesícula ótica (Fig. 19A). De esta manera, se generan nuevos elementos 
sensoriales, con nuevas adquisiciones evolutivas. Así, la interacción entre el AR y 
Fgf10 puede definir la aparición y disposición final de los diferentes elementos 
sensoriales en el complejo laberinto membranoso (Fig. 19D). Además, esta hipótesis 
está apoyada por el hecho de que el exceso o déficit de AR en el esbozo ótico genera 
perturbaciones en su morfogénesis y organogénesis, posiblemente por la alteración de la 
vía del Fgf10 (Liu et al., 2008; Frenz y Frenz, 2010). Esta subdivisión reproduce la 
segregación y aparición de los diferentes elementos sensoriales durante la evolución del 
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oído interno de vertebrados (Fig. 19). Más estudios experimentales serían necesarios, 
orientados al bloqueo de algunas de estas vías de señalización, AR versus FGF. 
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Figura 19. Esquemas de la visión anterior (izquierda) y visión posterior (derecha) del oído interno 
durante su desarrollo en los estadios HH20 (A), HH24 (B), HH28 (C) y HH32 (D). La expresión de Fgf10 
se representa de color azul en los distintos esquemas. (A) La expresión de Fgf10 forma una banda 
continua que incluye la región pan-sensorial del epitelio ótico, representada a su vez mediante una barra 
azul debajo de los esquemas. (B) La banda continua de Fgf10 se fragmenta dando a dos crestas (anterior y 
posterior) y una gran mácula común. Las flechas rojas representan la zona donde se ha fragmentado dicha 
banda. En este momento del desarrollo el oído interno es semejante al de mixinos (agnatos), uno de los 
vertebrados más simples. (C) La mácula del sáculo y la mácula de la lagena se disgregan de la gran 
mácula común central como elementos sensoriales independientes (ver flechas rojas). En este estadio del 
desarrollo embrionario, la cresta lateral y la mácula neglecta se reconocen con claridad por diferentes 
niveles de expresión del gen Fgf10. El oído en estadio HH28 es similar al oído de los peces 
gnatostomados. (D) Finalmente, la mácula del sáculo y la papila basilar se separan, aunque están unidas 
por una baja expresión de Fgf10. En el esquema del oído también se representa la expresión de Raldh3 
(Sánchez-Guardado et al., 2009), resaltando la importancia del AR en la forma y disposición de los 
diferentes elementos sensoriales en el oído interno. Esquemas con la expresión de Raldh3 y Fgf10 fueron 
tomados de Sánchez-Guardado et al. (2009) y Sánchez-Guardado et al. ((2012).  
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Tras el estudio comparado de la expresión dinámica de los genes Meis2, Raldh3, 
Otx2 y Fgf10 en diferentes estapas del desarrollo del oído interno de aves, con una 
posible función en lageneración de compartimentos en el epitelio ótico, hemos llegado a 
las siguientes conclusiones: 
 
PRIMERA - La localización de la expresión del gen Meis2, restringida a la pared 
dorso-lateral del epitelio ótico, sugiere que Meis2 podría delimitar un dominio dorso-
lateral en el epitelio ótico en desarrollo. El gen Meis2 podría estar implicado 
directamente en la especificación de los canales semicirculares, y probablemente de los 
elementos sensoriales asociados. 
SEGUNDA – La disposición de la expresión del gen Raldh3, restringida a la pared 
dorso-medial del epitelio ótico y dorsal a algunos territorios presuntivos sensoriales, 
sugiere que Raldh3 podría delimitar un dominio dorso-medial en el epitelio ótico en 
desarrollo, donde se origina el sistema endolinfático. 
TERCERA – La localización de la expresión de Otx2, limitada a pared ventro-lateral 
del esbozo ótico, podría estar estableciendo un dominio ventro-lateral en el epitelio 
ótico en desarrollo. 
CUARTA – La expresión de Fgf10 en el territorio ventro-medial del esbozo ótico, Este 
dominio ventro-medial, Fgf10 positivo, estaría definiendo el compartimento pan-
sensorial, el cual se va a ir segregando progresivamente, dando los diferentes elementos 
sensoriales. No obstante, la cresta lateral y la mácula neglecta se originarían de novo en 
la proximidad de este territorio pan-sensorial. 
QUINTA – La interacción de los cuatro genes estudiados puede estar implicada en el 
destino sensorial/no sensorial del epitelio ótico durante su desarrollo. La interacción 
reciproca entre el AR/FGF podría regular la adquisición sensorial apropiada, con nuevas 
capacidades adaptativas. 
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El desarrollo del oído interno se lleva estudiando desde más de un siglo. Sin 
embargo, hoy en día se conoce relativamente poco acerca de dónde surge cada una de 
las estructuras sensoriales/no sensoriales del oído interno adulto en la propia placoda, e 
incluso sobre la relación espacial que existe entre el origen de los diferentes linajes 
celulares que componen el oído interno completamente diferenciado (Kill y Collazo, 
2002). Una aproximación la proporcionan los estudios de especificación genética, es 
decir, la especificación del epitelio ótico que ocurre a través de la expresión asimétrica 
de diversos genes reguladores (ver Capitulo 1; Brigande et al., 2000b; Fekete y Wu, 
2002). Hay que tener en cuenta que los patrones de expresión no son mapas de destino, 
ya que la expresión de un gen puede activarse o desactivarse durante el desarrollo, 
convirtiéndolos en una etiqueta de destino poco fiable. La mejor manera para entender 
la diferenciación del epitelio ótico, e incluso la evolución del oído interno, es mediante 
la realización de un mapa de destino. Así, un mapa de destino permite estudiar el 
desarrollo de una determinada estructura en diferentes etapas del proceso ontogenético, 
e incluso la evolución, ya que la ontogenia recapitula a la filogenia. De esta manera, un 
mapa de destino de la placoda ótica proporcionaría un esquema gráfico, donde se 
representaría el destino de múltiples células o regiones durante el desarrollo 
embrionario, además de mostrar la relación espacial de cada una de sus partes, en un 
contexto de cambios morfogenéticos y evolución (Chalmers y Slack, 2000). 
Se han realizado pocos mapas de destino en el desarrollo del oído interno. 
Concretamente, se han utilizado para ello cuatro especies de vertebrados, usados 
ampliamente como modelos de estudios descriptivos y experimentales, y que acogen a 
su vez a varios grupos filogenéticos: (1) el pez Danio rerio, un pez teleósteo 
(Kozlowski et al., 1997); (2) la rana Xenopus laevis, un anfibio anuro (Kill y Collazo, 
2001; Pieper et al., 2011); y dos amniotas: (3) el pollo, Gallus gallus (Brigande et al., 
2000a; Streit, 2002; Abelló et al., 2007; Bell et al., 2008) y (4) el ratón, Mus musculus 
(Li et al., 1978). 
1. Mapas de destino en estadios previos a la formación de la placoda ótica 
El mapa de destino del pez cebra, Danio rerio, se realizó en estadio temprano 
de gástrula, anterior a cualquier indicador morfológico o marcador molecular del 
territorio prospectivo para la placoda ótica. Para ello, se usaron embriones de una célula 
a los que se les inyectó un dextran fluoresceína. La fluorescencia de la zona de interés 
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se activó con un haz de luz ultravioleta durante 2-4 segundos, marcando un pequeño 
grupo de células (5-25 células). Kozlowski y colaboradores (1997) identificaron un 
amplio territorio ventro-medial que daba células del otocisto, entre otras placodas, y 
tejidos del ectodermo. No consiguieron marcar ninguna zona que diera exclusivamente 
a la vesícula ótica. Esto puede ser debido a la amplia zona que se marca; aunque el 
número de células que marcaban parecería en principio pequeño, el número de células 
que van a constituir el otocisto probablemente sea aún más pequeño. Habría que marcar 
un número menor de células, por ejemplo una o dos, para ver si el territorio de la 
placoda ótica está ya separado o entremezclado con el resto de las placodas.  
En embriones de Xenopus, Pieper y colaboradores (2011) llegaron a la misma 
conclusión, usando para ello tanto inyecciones de DiI como trasplantes en estadios 
anteriores al de placoda ótica. Vieron que todas las placodas se originaban de un 
territorio próximo a la placa neural, el territorio pan-placodal, y, que en estos estadios, 
las células que iban a dar a las diferentes placodas estarían entremezcladas; aun no 
existía un territorio determinado para cada placoda (ver Fig. 4, Introducción General). 
Por otro lado, Streit realizó un mapa de destino del territorio presuntivo de la 
placoda ótica en embriones de aves, entre los estadios HH5 y HH7 (Streit, 2002). 
Inyectó DiI o DiO en pequeños territorios, etiquetando un número muy reducido de 
células, siendo analizados posteriormente en estadio HH10-15. Al igual que en los 
trabajos con el pez cebra, no consiguió marcar una zona que diera única y 
exclusivamente a la placoda ótica. Usando la técnica de time-lapse, Streit vio que 
importantes movimientos celulares ocurrían incluso en estadios posteriores al de 
placoda ótica (Streit, 2002). 
2. Mapa de destino en los estadios de placoda y vesícula ótica 
1.1. Mapa de destino en Rana (Xenopus) 
Usando inyecciones de DiD, Kil y Collazo (2001) observaron que los elementos 
sensoriales del oído interno surgen de cualquier región de la placoda ótica o el otocisto. 
Dividieron la placoda ótica en cuatro cuadrantes. Vieron que el cuadrante posterior era 
el que con más probabilidad daría lugar a los elementos no sensoriales, mientras que la 
parte anterior daría a los elementos sensoriales anteriores, pero nunca a los posteriores. 
Inyecciones en la porción dorsal dieron lugar tanto a elementos sensoriales anteriores 
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como posteriores, mientras que la porción ventral daría lugar a la cresta anterior y 
posterior. 
1.2.  Mapa de destino en aves (Gallus gallus) 
Brigande y colaboradores (2000a) realizaron un mapa de destino usando 
inyecciones de DiI en embriones en el estadio de copa ótica, dividiendo el borde 
superior de la copa ótica en 12 regiones (ordenadas según la esfera del reloj). Con ello, 
propusieron dos límites de restricción en el polo dorsal del otocisto: un límite antero-
posterior y un límite latero-medial. Pero la parte ventral de la copa ótica quedó sin ser 
analizada. 
Por otro lado, Abelló y colaboradores (2007), usando inyecciones de DiI y DiO 
y los mismos estadios de desarrollo que Brigande y colaboradores (2000a), analizaron la 
porción ventral de la placoda-copa ótica, así como la parte dorsal de la misma. Estos 
autores determinaron que las células del epitelio ótico presentan un patrón coherente y 
ordenado de expansión. 
Bell y colaboradores (2008), usando también inyecciones de DiI y DiO en 
embriones de estadio HH10-17 y analizándolos en HH30-32, se centraron en analizar el 
origen y la disposición de los diferentes elementos sensoriales. Vieron que había tres 
momentos claves en el desarrollo neuro-sensorial del oído interno. Primero, se produce 
el solapamiento parcial de los precursores de los órganos de los sentidos y las neuronas 
que los van a inervar, dispuestos a lo largo del eje antero-posterior de la placoda ótica. 
Segundo, los progenitores neurales y las células sensoriales que van a inervar surgen en 
una estrecha relación. Finalmente, la delaminación de los neuroblastos que van a inervar 
a los diferentes órganos sensoriales ocurre de manera espacio-temporal. Concluyeron 
que el desarrollo de los diferentes órganos sensoriales y su correspondiente inervación 
depende de señales espaciales y temporales que son coordinadas en estadio de placoda 
ótica, de tal manera que existen olas de diferenciación que van desde regiones antero-
laterales a regiones postero-mediales. Existiría una generación ordenada de los 
elementos sensoriales vestibulares y cocleares, así como de las neuronas que los inervan 
(Bell et al., 2008). 
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1.3.  Mapa de destino en ratón (Mus musculus) 
Li y colaboradores (1978) realizaron un mapa de destino en el estadio de 
vesícula ótica de ratón, pero no marcaron las células sino que cultivaron explantes de 
otocisto. Este estudio podría ser considerado como un mapa de especificación, más que 
un mapa de destino (Chalmers y Slack, 2000), dado que utilizan marcadores génicos. 
Observaron que la mitad dorsal del otocisto daría lugar a los canales semicirculares y 
sus crestas asociadas, mientras que de la parte ventral surgirían las estructuras cocleares. 
Por otro lado, mostraron que de la porción anterior se formaría el canal semicircular 
anterior y parte del lateral, junto con sus crestas, además de las dos máculas, mientras 
que de la porción posterior surgiría el canal semicircular posterior y el resto del canal 
semicircular lateral, así como la cresta posterior (Li et al., 1978).  
3. Estudios de linaje celular 
Para trazar el linaje celular y evaluar el potencial de desarrollo de una célula in 
vivo habitualmente se usan dos métodos. Uno de ellos es usar retrovirus que median la 
transferencia de genes, por ejemplo el gen β-galactosidasa (lacZ) de la bacteria E. coli, 
el cual se integra en el genoma de la célula progenitora y marca a toda la progenie 
(Sanes, 1994; Cepko et al., 1995). La ventaja es que el pro-virus se integra en el 
genoma de la célula y, por lo tanto, no se diluye el marcaje. La desventaja es la 
inserción no selectiva del gen viral en ciertos tipos celulares, además de que no 
muestran ni el momento exacto ni el lugar de la infección (Fekete et al., 1998; Lang y 
Fekete, 2001). Estos estudios con retrovirus demostraron que las células ciliadas y de 
soporte comparten un progenitor común, tanto en el órgano auditivo (Fekete et al., 
1998) como en las estructuras sensoriales vestibulares (Lang y Fekete, 2001). 
El otro método es inyectar una molécula fluorescente a una única célula, 
lysinated rhodamine dextran (LRD), que solamente pasa a la progenie (Gimlich y 
Braum, 1986; Bronner-Fraser y Fraser, 1989; Collazo et al., 1993). La ventaja es que se 
puede observar directamente el número, momento y posición de las células marcadas. 
La desventaja es que el marcaje fluorescente se va diluyendo durante el desarrollo y que 
la célula de interés no tenga fácil acceso. 
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4. Consideraciones generales sobre los mapa de destino 
Al realizar estudios comparativos de estos trabajos parece, por lo tanto, que dan 
resultados contradictorios respecto al origen de todos los elementos sensoriales y no 
sensoriales, probablemente debido a la diferencia entre especies, el estadio en el que se 
ha realizado el mapa de destino o la metodología usada en cada estudio de mapa de 
destino (Kil y Collazo, 2002). Para un correcto estudio de mapa de destino, es necesario 
marcar células de manera estable y que solamente se trasmita a la progenie (Kil y 
Collazo, 2002).  
Los embriones quimeras (Le Douarin, 1969) han proporcionado una excelente 
herramienta para estudiar la migración y el destino de las células a lo largo del 
desarrollo (revisado por Le Douarin, 2008). Desde los primeros trabajos en el desarrollo 
del sistema nervioso central (Alvarado-Mallart y Sotelo, 1984), los embriones quimeras 
se han usado de manera exitosa en un gran número de experimentos de mapas de 
destino dedicados al estudio de la segmentación del tubo neural (Martínez y Alvarado-
Mallart, 1989; Tan y Le Douarin, 1991; Martínez et al., 1992; Marín y Puelles, 1995; 
Millet et al., 1996; Cambronero y Puelles, 2000; Cobos et al., 2001; García-López et 
al., 2004; Pombero y Martínez, 2009). La interpretación de los resultados de estos 
trasplantes homotópicos se realiza mediante el anticuerpo QCPN, que es específico para 
codorniz y detecta única y exclusivamente el núcleo de las células de codorniz 
(donante) en el embrión pollo (huésped). Este método experimental es tan poderoso que 
previene el problema de la dilución de los marcajes fluorescentes de las células a través 
del desarrollo, usados en la gran mayoría de los estudios de mapa de destino y linaje 
celular en el oído interno, así como la incertidumbre de qué células han sido infectadas 
por el retrovirus. 
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En los últimos años, parte de algunos estudios que se han realizado con la 
intención de obtener un mapa de destino en el desarrollo del oído interno, los cuales 
presentan resultados distintos y nada concluyentes, e incluso, llegando a ser 
contradictorio en algunos casos. Por lo tanto, aún no se ha llevado a cabo un correcto 
mapa de destino, en el estadio de placoda ótica, en el que se determine la posición 
precisa (desde el punto de vista topológico) de las diferentes estructuras que van a 
conformar el oído interno adulto. 
  
 Los objetivos de este trabajo fueron determinar el mapa de destino del oído 
interno durante el desarrollo embrionario, exactamente en estadio de placoda ótica. Para 
ello, hemos utilizado el modelo de embriones quimera pollo/codorniz (Le Douarin, 
1969; Alvarado-Mallart, 1984). Hemos centrando nuestra atención en: 
 
1. Conocer la correcta localización y extensión de la placoda ótica en estadio HH10 
(10 somitas), justo antes de que comience a invaginarse. 
 
2. Establecer la correcta posición de las diferentes estructuras que componen el 
oído interno de aves en la placoda ótica, especialmente los elementos sensoriales.  
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1. Trasplantes 
 Los embriones de pollo son ampliamente utilizados como modelo experimental 
en embriología/biología del desarrollo. Una de las principales ventajas es la 
accesibilidad del embrión para su manipulación in ovo.  
 El estudio experimental realizado en este capítulo, se ha llevado a cabo mediante 
la realización de la técnica de trasplantes pollo/codorniz. Dicha técnica nos permite 
seguir un específico grupo de células (el trasplante) a lo largo del desarrollo del embrión 
y determinar el destino prospectivo y localización del tejido trasplantado (Le Douarin, 
1969; Alvarado-Mallart y Sotelo, 1984; Hidalgo-Sánchez et al., 1999).  
 La interpretación de estos experimentos se basa en el supuesto de que los 
trasplantes entre estas dos especies son equivalentes a trasplantes entre especies iguales, 
ya que muestran: 
- Casi perfecta adaptación de los tejidos de una especie en otra. 
- Gran similitud entre las fases de desarrollo. 
- Total ausencia de mecanismos de rechazo inmunológico durante todo 
el desarrollo y primeras etapas post-eclosión. 
 Se realizaron trasplantes homotópicos (del mismo territorio embrionario) e inter-
específicos (entre especies diferentes) de la placoda ótica y una pequeña porción del 
tubo neural, tal y como fue descrito por Alvarado-Mallart y Sotelo (1984), pero con 
algunas adaptaciones. Se utilizaron los diferentes rombómeros, las subunidades 
segmentarias del cerebro posterior, y los límites entre ellos como referencia fiable y 
permanente. El tubo neural fue trasplantado para dar consistencia al trasplante, 
facilitando su correcta integración. A la hora de hacer los trasplantes, utilizamos la 
codorniz como donante y el pollo como huésped en todos los experimentos.  
2. Material necesario para las operaciones 
- Capilares de vidrio 
- Agujas (bisturí) 
- Solución 1: sacarosa al 10 % en PBS 0,1 M pH 7,4, suplementada con 
antibiótico (Ampicilina/Streptomicina) a una dilución 1/1.000.  
- Solución 2: Solución 1 + tinta china proporción 1/10. 
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- Placa Petri con parafina y carbón para colocar sobre él los embriones 
de codorniz 
- Pipetas Pasteur 
- Lupa 
3. Incubación de los huevos  
 Para esta técnica, se utilizaron embriones de pollo (Gallus gallus, variedad 
Leghorn blanco) y embriones de codorniz (Coturnix coturnix) procedentes de la Granja 
de Santa Isabel de Granada. 
 Los huevos fecundados, tanto de codorniz como de pollo, fueron incubados en 
un intervalo de temperatura que oscila entre los 37-38ºC y con humedad relativa 
constante en una incubadora sin volteo, hasta que los embriones alcanzaron el estadio 
elegido para realizar el trasplante. Según Vaage (1969), el comienzo de engrosamiento 
de la placoda ótica, y por lo tanto su máxima extensión, se hacen visibles en el estadio 
HH10 temprano (9-10 somitas), según las tablas de Hamburger-Hamilton (1951). Por lo 
tanto, para poder obtener los embriones en dicho estadio, los huevos de pollo se 
incubaron durante 30-32 horas y los de codorniz 28-30 horas. Los huevos de codorniz 
siempre fueron incubados 2-3 horas menos que los de pollo, ya que el desarrollo de la 
codorniz es más rápido que el de pollo. 
4. Preparación de los huevos para trasplantar 
 Todos los experimentos fueron realizados en condiciones de máxima limpieza. 
Antes de realizar las manipulaciones quirúrgicas, se limpiaron debidamente tanto los 
huevos de pollo como los de codorniz con etanol 70%, así como todo el material y mesa 
que utilizamos durante las operaciones.  
 El embrión de pollo siempre fue utilizado como embrión huésped, así que fueron 
operados in ovo a través de una ventana realizada en la cascara del huevo. Debido a que 
el embrión se desarrolla en contacto con la cascara, es necesario crear una cámara de 
aire que separe el embrión de la cascara antes de abrir dicha ventana. Esto se consigue 
haciendo un agujero en la cascara y extrayendo aproximadamente 3 ml de albumen con 
una jeringuilla de 10 ml, intentando no aspirar yema, ya que produciría la muerte del 
embrión. 
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 Una vez abierta la ventana en la cascara del huevo, le añadimos unas gotas de la 
Solución 1 para hidratar al embrión y que no se seque durante el periodo de 
manipulación. Además, como dicha solución tiene antibiótico, vamos a prevenir 
posibles contaminaciones bacterianas y fúngicas. Seguidamente, le inyectamos la 
Solución 2 en la yema con un capilar, justamente por debajo del embrión. Esta 
inyección se realiza para obtener contraste del embrión dentro del huevo y poder 
distinguir/manipular el embrión bajo la lupa. Los embriones de codorniz, como se 
mencionó anteriormente, fueron usados como donantes. Estos embriones se sacaron 
fuera del huevo, para su mejor manipulación, y colocados en una placa Petri con fondo 
negro (parafina y carbón), donde fueron estirados con agujas entomológicas para 
conseguir una tensión que facilite su manipulación. La placa Petri, además, estaba llena 
de la Solución 1 para mantener en las condiciones más óptimas el embrión de codorniz. 
 Para realizar la disección de la porción que queríamos trasplantar, utilizamos 
agujas entomológicas pegadas a un soporte, en este caso un palillo, a modo de bisturí. 
El siguiente paso, tras la apertura de la ventana en la cascara y la inyección de tinta 
china, es abrir un poco la membrana vitelina para que nos permita acceder al embrión y 
manipularlo. A continuación, en el embrión de pollo (huésped), diseccionamos la zona 
de la placoda ótica que queremos trasplantar y la eliminamos. Luego, en el embrión de 
codorniz (donante), realizamos la misma operación y del mismo territorio, pero en este 
caso, sin descartar la porción de placoda ótica recortada. Dicho fragmento obtenido del 
embrión de codorniz fue transportado con un capilar al embrión de pollo, siendo 
colocado en el hueco realizado anteriormente en dicho embrión y reemplazando al 
territorio de la placoda ótica eliminado con anterioridad. Una vez realizada la operación, 
el huevo fue sellado con parafilm y cera dental. Tras el cierre del huevo, este se 
introdujo nuevamente a la incubadora en posición horizontal para continuar con el 
desarrollo embrionario. Al quinto día de incubación, contando desde el día de la 
operación, se procedió a la fijación de los embriones de la manera descrita en el 
Capítulo 1. 
5. Regiones trasplantadas 
 En general, se trasplantaron diferentes áreas rectangulares del ectodermo 
cefálico enfrentado a los diferentes rombómeros. Los trasplantes fueron realizados en el 
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estadio HH10 (10 somitas). En estos estadios no ha comenzado aún el proceso de 
invaginación de la placoda ótica (Vaage, 1969). 
 La topografía y localización de los trasplantes se ha representado sobre un 
esquema de un embrión de ave de estadio HH10 (Fig. 20). La referencia tomada para la 
realización de los trasplantes del territorio del ectodermo cefálico fueron los distintos 
rombómeros del rombencéfalo. Se trasplantó el ectodermo que va desde el rombómero 
3 al rombómero 8 (Fig. 20A). 
 Para analizar en detalle el destino del ectodermo que contiene a la placoda ótica, 
se realizaron tres tipos de trasplantes (Fig. 20B). Todos ellos tienen en común la línea 
medial del embrión (flechas rojas) y que llevan una porción de la placa alar del tubo 
neural. En el trasplante tipo 1, tomamos el tercio más dorsal del ectodermo cefálico 
(Td). El destino de la región trasplantada fue representado en un esquema 
tridimensional del oído interno de ave de seis días de incubación (estadio HH29; E6). 
En el tipo 2, tomamos los dos tercios más dorsales, que incluye también al territorio del 
trasplante tipo 1 (Fig. 20B). La extensión del trasplante tipo 2 en el epitelio ótico de un 
embrión de (E6) fue comparada con la del trasplante tipo 1. La diferencia en la 
extensión de los dos tipos de trasplantes (tipo 2 menos tipo 1) se originaría a partir del 
tercio intermedio (Ti) del ectodermo cefálico. Los trasplantes tipo 3 cogen el ectodermo 
cefálico entero, el cual incluye a los trasplantes tipo 1 y tipo 2 (Fig. 20B). En un 
embrión de estadio E6, la diferencia en la extensión de los trasplantes tipo 2 y tipo 3 se 
originaría a partir del tercio más ventral (Tv) del ectodermo cefálico trasplantado (Fig. 
20B). Por lo tanto, se ha analizado el destino de tres tercios del ectodermo cefálico 
enfrentado a cada unidad segmentaria: Td, tercio más dosal; Ti, tercio intermedio; y Tv, 
tercio más ventral (Fig. 20B). Estas tres porciones del ectodemo se representaron con 
diferentes intensidades de un mismo color; en el ejemplo de la Figura 20B fue el azul. 
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Figura 20. Esquemas de la placoda ótica de un embrión de estadio HH10. (A) Se representa en verde el 
área del ectodermo que se ha analizado. Las líneas azules horizontales representan las líneas de corte que 
se realizaron para trasplantar las porciones del ectodermo cefálico enfrentadas a cada rombómero (r3-r8). 
(B) Sección transversal a través del embrión de estadio 10 a nivel de la placoda ótica. Se representa la 
extensión del área dorso-ventral del ectodermo cefálico que se ha tomado. Tres tipos diferentes de 
trasplantes han sido realizados: Tipo 1, el tercio más dorsal del ectodermo; Tipo 2, los dos tercios más 
dorsales; y Tipo 3, todo el ectodermo enfrentado al rombómero considerado. Los tres tercios analizados 
(Td, Ti y Tv) fueron representados con diferentes intensidades de un mismo color (B). Una parte de la 
placa alar del tubo neural fue también trasplantada (área oscura). Las flechas indican la línea media del 
embrión. 
6. Detección del territorio transplantado en el embrión quimera 
 Durante muchos años, el análisis de las embriones quimeras pollo/codorniz se 
basó en la realización de la técnica histoquímica de Feulgen-Rossenbeck para la 
heterocromatina nuclear, que se presenta dispersa en el interior del núcleo en las células 
de pollo y concentrada alrededor del nucleolo en el caso de las células de codorniz (ver 
Le Douarin, 2008).  
 En la actualidad, cabe la posibilidad de detectar las células de codorniz mediante 
inmunohitoquímica con el anticuerpo monoclonal anti-codorniz, QCPN (Selleck y 
Bronner-Fraser, 1995). El anticuerpo está dirigido contra la cromatina perinuclear de las 
células de codorniz. Es específico de especie, por lo que reconoce cualquier derivado, 
neural o no neural, del tejido de codorniz. 
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 Para esta inmunohistoquímica las secciones se secaron y permeabilizaron del 
descrito en el Capitulo 1. A continuación, las secciones fueron tratadas con una solución 
de H2O2 0,35 % en PBS-T durante 45 minutos, con la intención de eliminar la actividad 
peroxidasa endógena del tejido por saturación de sustrato. Se lavaron las muestras con 
PBS-T 3 veces durante 5 minutos y añadimos la solución de bloqueo (PBS-T-NGS 
10%-Lys 0,1 M) durante dos horas. Luego, las secciones fueron incubadas con el 
anticuerpo primario monoclonal QCPN (1/100; DSHB) diluido en PBS-T-NGS al 1 %, 
durante toda la noche en cámaras húmedas. El anticuerpo ha sido usado en diferentes 
estudios (ver referencias, Nagy y Olah, 2010) 
Al día siguiente, las secciones se lavaron 3 veces durante 10 minutos con PBS-T. 
Después, se incubaron durante 2 horas con el anticuerpo secundario (1/100; ShAM, 
AffiniPure Sheep Anti-Mouse IgG (H+L), Jackson ImmunoResearch). Pasadas las 2 
horas, se volvió a lavar 3 veces durante 10 minutos con PBS-T. Tras los lavados, las 
secciones se incubaron 2 hora con el sistema PAP (1/100; Mouse Peroxidase-
AntiPeroxidase, Jackson ImmunoResearch). Posteriormente, las secciones se volvieron 
a lavar 3 veces durante 10 minutos con PBS-T y, además, se le dieron otros 2 lavados de 
10 minutos cada uno con Tris 0,1 M (pH 7,5). 
Por último, se reveló la actividad peroxidasa con una solución que contenía el 
cromógeno diaminobencidina (DAB) al 0,03 %, sulfato de níquel y amonio al 0,6 %, y 
agua oxigenada al 0,005 % en Tris 0,1M pH 7,5. La solución de revelado debe ser 
preparada en el momento de uso y protegida de la luz. Todos los pasos llevados a cabo 
durante la inmunihistoquímica fueron realizados a temperatura ambiente. 
Finalmente, las secciones se lavaron varias veces con PBS-T para eliminar la 
solución de revelado y se procedió al montaje con Moviol. 
Las secciones tratadas con el anticuerpo QCPN, fueron comparadas con 
secciones alternas a las que se le realizó una hibridación in situ con el gen Fgf10, que 
marca todos los elementos sensoriales en este estadio (ver Materiales y Metodos, 
Capítulo1). 
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7. Inyecciones de DiI 
 Otra forma de realizar un mapa de destino es mediante marcaje in situ con 
carbocianinas. Estas son marcadores lipofílicos aplicados extracelularmente y altamente 
fluorescentes cuando son incorporados dentro de las membranas celulares por su alta 
hidrofobicidad. Una vez aplicado a las células, este marcador difunde lateralmente 
dentro de la membrana plasmática, siendo esta característica una desventaja dada la 
carencia de especificidad. Por otro lado, emiten una intensa fluorescencia con lo cual se 
facilita su seguimiento. Para esta técnica se siguió el método descrito en el libro de 
Stern y Holland (1993) 
 En esta técnica in ovo solo utilizamos embriones de pollo. Los embriones usados 
son del mismo estadio, HH10. El modo de acceder al embrión y darle contraste es 
similar al realizado para los trasplantes. La diferencia es que, en vez de hacer una 
operación propiamente dicha, hacemos inyecciones in situ con la carbocianina DiI (1,1’-
dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocuanine perchlorate; Invitrogen), preparada 
al 0,5% en etanol 100%.  
 Las inyecciones de DiI fueron realizadas utilizando micropipetas de vidrio que 
contienían la solución con el marcador. La mezcla en el eppendorf contiene sacarosa 0.3 
M (precalentada) y DiI, dilución 1/10 en etanol 100%. 
 La mezcla se calienta 1-2 minutos a 45-55 ºC. Se agita rápidamente durante unos 
segundos y se protege de la luz con papel de aluminio. Esta solución debe ser usada el 
mismo día. Si la utilizamos días después, debe ser almacenada a temperatura ambiente 
en oscuridad. En este caso, hay que volver a calentar la mezcla hasta disolver bien el DiI 
justo antes de usarlo. A continuación, se aspira a través de un tubo de goma en donde se 
coloca el capilar de vidrio. 
 Una vez realizada la inyección, se realiza un lavado con solución salina para 
eliminar los restos de marcaje no inyectado. Los embriones inyectados fueron 
fotografiados bajo la lupa fluorescente inmediatamente después de la inyección. El 
marcaje de DiI fue visualizado utilizando una longitud de onda con un pico de 
excitación de 547 nm (verde) donde emite a 571 nm (rojo) (Hatada y Stern, 1994).  
  Dichas inyecciones fueron realizadas en los bordes del territorio presuntivo de 
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la placoda ótica, marcando solamente la membrana plasmática de un número reducido 
de células, permitiéndonos seguir su localización durante el desarrollo embrionario. Una 
vez realizada la inyección con el DiI, sellamos el huevo y se incubó durante un día 
(estadio de copa ótica, HH14-15). Luego los embriones fueron fijados con 
paraformaldehido 4% en PBS 0,1 M y analizados con el microscopio confocal para ver 
que embriones tenían células marcadas en el epitelio ótico, en el borde o en el 
ectodermo cefálico que rodea a la copa ótica. Una vez seleccionados los embriones más 
interesantes, estos fueron congelados y cortados en el criostato para analizar con más 
detalle las células marcadas con el DiI. 
 Estas inyecciones fueron realizadas con el fin de afinar más y delimitar de 
manera más precisa si cabe la extensión de la placoda ótica, ya que la técnica de los 
trasplantes no nos permitía colocar los límites de la placoda ótica en estadio HH10 con 
tanta precisión/exactitud.  
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1. Extensión de la placoda ótica en un embrión de estadio HH10 
En todos los casos, se realizaron trasplantes homotópicos en el estadio HH10 (10 
somitas), tomando el ectodermo cefálico enfrentado a cada rombómero, unidad 
segmentaria en la que se subdivide el cerebro posterior o rombencéfalo. Primero, hemos 
analizado el ectodermo enfrentado a cada rombómero, desde el r3 al r8, incluyendo el 
pro-rombómero RC, el cual dará lugar al r6 y r7 (Vaage, 1969). Observamos que el 
ectodermo enfrentado al r3 y el r8 nunca participan en la formación del oído interno (no 
mostrado). Por lo tanto, la placoda ótica está incluida en una porción del ectodermo 
cefálico que se extiende desde el r4 al RC (r6 más r7).  
2. Mapa de destino del ectodermo cefálico enfrentado al rombómero 4 (r4) 
  
 En primer lugar, se realizó el trasplante del tercio más dorsal del ectodermo (ect) 
enfrentado al r4, justo en el estadio HH10 (10 somitas) (ect r4 tipo 1; Td; azul oscuro; 
Fig. 21A). Secciones horizontales a través de oído interno quimera de estadio HH29 
muestran que las células de codorniz, marcadas con el anticuerpo QCPN, se localizan en 
la porción antero-lateral del sistema endolinfático, formando una banda dorso-ventral 
(se y ce; flechas en Fig. 21B,C). En la porción dorsal del vestíbulo, las células del 
trasplante fueron observadas en un área inmediatamente rostral a la inserción del 
conducto endolinfático (flechas en Fig. 21D,E), lejos de la cresta anterior y posterior (ca 
y cp; Fig. 21D). En secciones más ventrales, la porción que ocupa el trasplante es 
mucho mayor (flecha en Fig. 22F), extendiéndose rostralmente hacia la cresta anterior 
(ca), Fgf10 positiva (Sánchez-Guardado et al., 2012), pero sin llegar a contactar con ella 
(comparar cabezas de flecha en Fig. 21F,G). La zona trasplantada se extiende 
ventralmente hacia la mácula del sáculo, la cual muestra un número muy reducido de 
células QCPN positivas en su parte más dorsal (no mostrado). 
 
 En segundo lugar, se trasplantó la porción del ectodermo correspondiente a los 
dos tercios más dorsales del ectodermo enfrentado al r4 (ect r4 tipo 2; Td y Ti; azul 
oscuro e intermedio; Fig. 21H). Este tipo de trasplantes sirve para corroborar los 
resultados obtenidos en el trasplante anterior (tipo 1) y para determinar el destino de la 
porción intermedia del ectodermo trasplantado, el tercio intermedio (Ti, azul 
intermedio). Las células de codorniz fueron detectadas en la porción antero-lateral del 
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sistema endolinfático de un oído inerno quimera (no mostrado), tal y como se vio en el 
trasplante tipo 1 del r4 (Fig. 21C-E). En este tipo de trasplantes, la mácula del utrículo 
siempre está marcada en su totalidad por el anticuerpo QCPN (Fig. 21I-K). El borde 
lateral de estos trasplantes se aproxima a la cresta lateral por su parte medial, pero no 
llega a limitarla (cl; cabezas de flecha grandes en Fig. 21I,J). El resto de los elementos 
sensoriales carecieron de células de codorniz, excepto la mácula del sáculo, la cual 
presenta algunas células QCPN positivas en su parte más dorsal (ms; fechas en Fig. 
21I,J). Resaltar que el epitelio ótico que separa a la mácula del utrículo de la mácula del 
sáculo no presentaba células procedentes del trasplante (ver cabezas de flecha pequeñas 
en Fig. 21I,J). 
 
 Finalmente, todo el ectodermo enfrentado al r4 fue trasplantado, tomando desde 
la línea medial del embrión de pollo hasta el borde del embrión (ect r4 tipo3; Td, Ti y 
Tv; azul oscuro, intermedio y claro; Fig. 21L). Este tipo de trasplantes sirven para 
corroborar los resultados obtenidos en los trasplantes anteriores (tipo 1 y tipo 2), y para 
determinar el destino de la porción más ventral del ectodermo trasplantado, el tercio 
más ventral (Tv; azul más claro). Es interesante notar que la mitad medial de la cresta 
anterior, pero no su mitad lateral, presenta células QCPN positivas (ca; ver cabezas de 
flecha en Fig. 21M,N). La pared medial de la porción anterior de la bolsa vertical (a-
bv), estructura no sensorial de donde se desarrollara el canal semicircular anterior, 
también fue marcada por el anticuerpo QCPN (flecha en Fig. 21M). En secciones más 
ventrales, el borde lateral del trasplante coincide con el borde medial de la cresta lateral 
(cl; cabezas de flecha grandes en Fig. 21O,P). La pared del utrículo estaba claramente 
constituida por células QCPN positivas (mu; Fig. 21O,P). El área entre la mácula del 
utrículo y la mácula del sáculo está constituida por células de codorniz (cabezas de 
flecha pequeñas en Fig. 21O,P). Un análisis comparativo de los experimentos tipo 1, 2, 
y 3 podrían ayudarnos a determinar el destino de los tres tercios (dorsal, intermedio y 
ventral) en los que hemos subdividido el ectodermo enfrentado al r4 (Fig. 21A,H,L).  
 
 Las Figuras 21Q y 21R resumen, en el oído interno de un embrión quimerade 
estadio HH29 (E6), el destino de las células de codorniz procedentes de los tres tipos de 
trasplantes realizados del ectodermo enfrentado al r4. 
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Figure 22. Mapa de destino del ectodermo enfrentado al r4. (A) Representación esquemática del 
trasplante tipo1 del ectodermo enfrentado al r4 (azul oscuro), realizado en el embrión de estadio HH10. 
(B-G) Secciones horizontales a través del oído interno quimera tipo 1 en el estadio HH29 (E6). El 
anticuerpo y sonda usada se indica en cada imagen. Las células de codorniz fueron detectadas en la 
porción antero-lateral del sistema endolinfático (se y ce; flechas en B,C) y en la pared antero-medial del 
vestíbulo (flechas en D,E). La cresta anterior no presenta células del trasplante (ver cabezas de flecha en 
F,G). (H) Representación esquemática de los trasplantes tipo 2 (Td más Ti; azul oscuro e intermedio). (I-
K) En secciones horizontales, además del sistema endolinfático y la pared anterior del vestíbulo, las 
células de codorniz fueron detectadas en toda la mácula del utrículo (mu; I-K). Una pequeña porción 
dorsal de la mácula del sáculo muestra células QCPN positivas (ms; flecha pequeña en I,J). (L) 
Representación esquemática de trasplantes tipo 3 correspondientes a todo el ectodermo enfrentado al r4 
(Td, Ti y Tv; azul oscuro, intermedio y claro). (M-P) En trasplantes tipo 3 del r4, las células trasplantadas 
fueron observadas en la mitad medial de la cresta anterior (ca; ver cabezas de flecha en M,N) y la pared 
medial de la porción anterior de la bolsa vertical (a-bv; flecha en M). El borde del epitelio trasplantado y 
la cresta lateral coinciden (cabezas de flecha grande en O,P). (Q,R) Diagramas tridimensionales del oído 
interno de estadio E6, visión anterior y posterior, que resumen los resultados de los embriones quimeras. 
Las tres tonalidades usadas representan las tres porciones del ectodermo enfrentado al r4 que fueron 
trasplantadas (Td, azul oscuro; Ti, azul intermedio; Tv, azul claro). Las zonas sensoriales se representan 
por áreas punteadas de rojo. Las secciones horizontales también son indicadas. Orientación: D, dorsal; M, 
medial; P, posterior; R, rostral. La barra de aumentos en M indica 72 µm (aplicado C-G, I-K, M-P). 
 
3. Mapa de destino del ectodermo enfrentado al rombómero 5 (r5) 
 Del mismo modo, trasplantes homotópicos de los tres tipos fueron llevados a 
cabo en embriones de estadio HH10 para determinar el destino del ectodermo 
enfrentado al r5 (Fig. 22). En los trasplantes del tercio más dorsal (ect r5 tipo 1; Td; rojo 
oscuro; Fig. 22A), las células de codorniz fueron observadas en la porción antero-
medial del sistema endolinfático, formando también una banda dorso-ventral (se y ce; 
flechas en Fig. 22B,C), justamente contiguo al territorio del trasplante tipo 1 del 
ectodermo enfrentado al r4 (flechas en Fig. 21C-E). En el vestíbulo, las células de 
codorniz fueron detectadas en un pequeño área en la inserción del conducto 
endolinfático (flecha en Fig. 22C). Parte del territorio trasplantado forma una banda 
dorso-ventral en la parte proximal del conducto coclear. Dicha banda se sitúa cerca de la 
mácula del sáculo y el tercio proximal de la papila basilar (ms y pb; flechas en Fig. 
22D-G), incluso introduciéndose un poco en ambos elementos sensoriales por su borde 
más medial, estando el resto de dichos territorios sensoriales desprovistos de células 
QCPN positivas (comparar cabezas de flecha en Fig. 22D-G). 
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 A continuación, se realizaron trasplantes de los dos tercios más dorsales del 
ectodermo enfrentado al r5 (ect r5 tipo 2; Td más Ti; rojo oscuro e intermedio; Fig. 
22H). En estos embriones quimera, las células del trasplante fueron encontradas en el 
sistema endolinfático y en su inserción al vestíbulo (ver tipo 1, Fig. 22B,C). La mácula 
del sáculo muestra células QCPN positivas en toda su extensión (ms; Fig. 22I,J), 
excepto en una pequeña porción más dorsal (no mostrado). Notar como las células de 
codorniz se extienden más lateralmente que el territorio de la mácula del sáculo Fgf10 
positivo (comparar cabezas de flecha en Fig. 22I,J), correspondiente a la porción de la 
pared del sáculo. La porción más proximal de la papila basilar, cercana al sáculo, 
también muestra células QCPN positivas (Fig. 22K,L). El resto de la papila basilar no 
presenta células de codorniz (no mostrado). Observar que en la porción proximal del 
conducto coclear, el trasplante se extiende lateral y medialmente más allá del territorio 
Fgf10 positivo e inervado de la papila basilar (comparar flechas en Fig. 22K,L). 
Además, la extensión lateral del trasplante a nivel de la papila basilar coincide con el 
límite anterior del territorio Fgf10 positivo, que corresponde con un territorio no neural, 
tal y como se mostró en el Capítulo1 (ver Fig. 18D). 
 Para concluir el análisis del ectodermo cefálico enfrentado al r5, se trasplantó 
todo ese ectodermo (ect r5 tipo 3; Td, Ti y Tv; rojo oscuro, intermedio, y claro; Fig. 
22M). En todos los embriones quimeras analizados, las células marcadas por el 
anticuerpo QCPN fueron observadas en la banda dorso-ventral del sistema endolinfático 
(ce; Fig. 22N). Toda la bolsa horizontal, que dará al futuro canal semicircular lateral, 
estuvo incluida en el territorio trasplantado (bh; Fig. 22N). De acuerdo con estos 
resultados, la cresta lateral, que es Fgf10 positiva, también estuvo incluida en el 
trasplante (cl; Fig. 22P). Además, el trasplante se extiende rostralmente hacia la cresta 
anterior, Fgf10 positiva (ca; Fig. 22O), incluyendo la pared lateral de la mitad anterior 
de la bolsa vertical (a-bv; Fig. 22N). La bolsa vertical participa en la formación del 
canal semicircular anterior. Es interesante destacar que la mitad lateral de la cresta 
anterior, pero no la mitad medial, estuvo constituida por células de codorniz (comparar 
cabezas de flecha en Fig. 22N,O). Prácticamente toda la macula del sáculo (ms; Fig. 
22P,Q) y la parte proximal de la papilla basilar (pb; Fig. 22R) fueron también QCPN 
positivas. Las células de codorniz también se encontraron ocupando la mitad anterior de 
la porción proximal del conducto coclear (flechas en Fig. 22Q,R).  
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 Las Figuras 22S y 22T resumen la distribución de las células provenientes de los 
tres tipos de trasplantes realizados del ectodermo enfrentado al r5, en una visión anterior 
y posterior del oído interno en embriones de estadio HH29. 
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Figura 23. Mapa de destino del ectodermo cefálico enfrentado al r5. (A) Representación esquemática del 
trasplante tipo1 del r5 (rojo oscuro) en un embrión de estadio HH10. (B-G) Secciones horizontales a 
través de los embriones quimeras tipo 1 (Td) de estadio HH29 (E6). Las células de codorniz fueron 
detectadas en la porción antero-medial del sistema endolinfático (flecha en B) y en la porción medial en la 
inserción al conducto coclear (flecha en C). Algunas células fueron observadas exclusivamente en la parte 
medial, tanto de la mácula del sáculo (ms; D,E) como de la porción proximal de la papila basilar (pb; 
F,G). (H) Representación esquemática del trasplante tipo 2 del r5 (Td más Ti; rojo oscuro e intermedio). 
(I-L) Secciones horizontales de un embrión quimera tipo 2. En este tipo de trasplantes, las células de 
codorniz fueron observadas en el sistema endolinfático (no mostrado). Células QCPN positivas fueron 
detectadas en la mácula del sáculo y la parte proximal de la papila basilar (ms y pb; I-L). Además, dichos 
trasplantes se extienden lateralmente más allá del límite anterior inervado de ambos elementos sensoriales 
(ms; cabezas de flecha en I,J; pb, flechas en K,L). (M) Representación esquemática del trasplante tipo 3 
del r5 (Td, Ti y Tv; rojo oscuro, intermedio y claro). (N-R) Secciones horizontales de oído interno 
quimeras tipo 3. Las células de codorniz fueron detectadas en el sistema endolinfático (ce; N), en casi 
toda la mácula del sáculo (ms; P,Q) y en la porción proximal de la papila basilar (pb; R). También se 
observaron células del trasplante en toda la cresta lateral y bolsa horizontal (cl; P, y bh; N), así como en la 
pared lateral de la porción anterior de la bolsa horizontal (a-bv; N). Solamente la mitad lateral de la cresta 
anterior estaba dentro del epitelio trasplantado (comparar cabezas de flecha en N,O). La mitad anterior del 
conducto coclear proximal es QCPN positivo (Q,R). (S,T) Esquemas tridimensionales de un oído interno 
quimera de estadio E6, resumiendo todos los resultados anteriores. Las tres intensidades de color 
representan los tres tipos de tercios considerados en el ectodermo enfrentado al r5 (Td, rojo oscuro; Ti, 
rojo intermedio; Tv, rojo claro). Los elementos sensoriales están representados con puntos rojos. 
Orientación: D, dorsal; M, medial; P, posterior; R, rostral. La barra de aumentos en K indica 65 µm 
(aplicado a B-G, I-L, N-R). 
 
4. Mapa de destino del ectodermo enfrentado al pro-rombómero C  
4.1. Mapa de destino del ectodermo enfrentado al rombómero 6 (r6) 
 
 Para determinar el mapa de destino del ectodermo enfrentado al pro-rombómero 
C (RC), el cual se dividirá para dar lugar al r6 y r7 (Vaage, 1969), primeramente nos 
hemos focalizado en la mitad rostral del RC, el futuro r6 (Fig. 23). Cuando 
trasplantamos el tercio más dorsal del r6 (ect r6 tipo 1; Td; verde oscuro; Fig. 23A), las 
células de codorniz se encontraron formando una banda dorso-ventral a lo largo del oído 
interno. Las células QCPN positivas fueron observadas en la porción caudal del sistema 
endolinfático (ce; flecha en Fig. 23B) y en su inserción al vestíbulo (flecha en Fig. 
23C). En el conducto coclear, algunas células marcadas fueron observadas en la porción 
más caudal del territorio de la papila basilar, Fgf10 positiva (pb; ver cabezas de flecha 
  
en Fig. 23D,E). Resaltar que algunas células de codorniz se encontraron dispersas por el 
área de expresión de Fgf10 (flecha en Fig. 23D). La mácula de la lagena, localizada en 
la porción distal del conducto coclear, se encuentra delimitada en su parte anterior por el 
epitelio trasplantado (cabezas de flecha en Fig. 23F,G) 
 Cuando se trasplantaron los dos tercios más dorsales del ectodermo enfrentado a 
la mitad rostral de RC (ect r6 tipo 2; Td más Ti; verde oscuro e intermedio; Fig. 23H), 
además de la porción caudal del sistema endolinfático (ver Fig. 23B), gran parte del 
territorio posterior de la bolsa vertical (p-bv), la cual dará al canal semicircular 
posterior, presentó células de codorniz (flecha en Fig. 23I). La mitad ventral del 
territorio de la cresta posterior, marcado por la expresión del gen Fgf10, se encontró 
dentro del trasplante (comparar cabezas de flecha en Fig. 23I,J). Del mismo modo, la 
mitad ventral de la mácula neglecta estaba constituida por células provenientes del 
trasplante (mn; Fig. 23K,L). En el vestíbulo, el resto de los elementos sensoriales nunca 
presentaron células de codorniz (Fig. 23I-L). En el conducto coclear, las células de 
codorniz estaban ocupando gran parte del epitelio coclear, en concreto más de la mitad 
distal (Fig. 23M,N). Así, la papila basilar (pb; Fig. 23M), excluyendo su porción más 
proximal, y toda la macula de la lagena (ml; Fig. 23N) estaban incluidas en el territorio 
trasplantado. 
 También se realizaron trasplantes de todo el ectodermo enfrentado a la mitad 
rostral del RC (ect r6 tipo 3; Td, Ti y Tv; verde oscuro, intermedio y claro; Fig. 23O). 
Este tipo de trasplantes confirman que el tercio más ventral del ectodermo trasplantado 
contribuirá a formar la porción posterior de la bolsa vertical (p-bv; flechas en Fig. 
23P,Q). La cresta posterior ahora estuvo totalmente incluida en el territorio trasplantado 
(cp; Fig. 23Q,R).  
 Las Figuras 23S y 23T resumen, con diferentes tonalidades del color verde, la 
exacta distribución de las células de codorniz cuando se toman los diferentes tercios del 
ectodermo enfrentado a la mitad rostral del RC. 
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Figura 24. Mapa de destino del ectodermo enfrentado a la mitad rostral del RC, el futuro r6. (A) 
Representación esquemática del trasplante tipo 1 (Td) del r6 en un embrión de estadio HH10 (10 somitas; 
verde oscuro). (B-G) Secciones horizontales a través de los embriones quimeras tipo1 de estadio HH29 
(E6). Las células de codorniz fueron detectadas en la porción posterior del sistema endolinfático (ce en B) 
y en su inserción al vestíbulo (flecha en C). El área trasplantada incluye una pequeña porción en la parte 
caudal de la papila basilar (comparar cabezas de flecha en D,E). Algunas células de codorniz dispersas se 
encontraron en el territorio Fgf10 positivo de la papila basilar (flecha en D). En la porción distal del 
conducto coclear, el trasplante se encuentra delimitando rostralmente a la mácula de la lagena (comparar 
cabezas de flecha en F,G). (H) Representación esquemática del trasplante tipo 2 del r6 (Td más Ti; verde 
oscuro e intermedio). (I-N) En secciones horizontales, el ectodermo trasplantado fue detectado en la 
pared posterior de la bolsa vertical (p-bv; I) y en más de la mitad distal del conducto coclear (cc; M,N). 
La mitad ventral de la cresta posterior (cp; cabezas de flecha en J,I) y de la mácula neglecta (mn; K,L), así 
como los dos tercios distales de la papila basilar (pb; M) y toda la mácula de la lagena (ml; N) se 
marcaron con el anticuerpo QCPN. (O) Representación esquemática de los trasplantes de todo el 
ectodermo enfrentado a la mitad rostral del RC, tipo 3 del r6 (Td, Ti y Tv; verde oscuro, intermedio y 
claro). (P-R) Secciones horizontales a través del oído interno quimera tipo 3 de estadio E6. Remarcar las 
células de codorniz se encuentran en todo el territorio de la cresta posterior, Fgf10 positiva (cp; Q,R). 
(S,T) Esquemas tridimensionales del oído interno de estadio HH29 (E6), en donde se resumen todos los 
resultados anteriores. Las diferentes tonalidades de verde representan los tres tipos de trasplantes que se 
han realizado en el ectodermo enfrentado al futuro r6 (Td; verde oscuro; Ti, verde intermedio; Tv, verde 
claro). Los elementos sensoriales están representados con puntos rojos. Orientación: D, dorsal; M, medial; 
P, posterior; R, rostral. La barra de aumentos en R indica 67 µm (aplicado a B-G, I-N, P-R). 
 
4.2. Mapa de destino del ectodermo enfrentado al rombómero 7 (r7) 
 
 Para concluir nuestro estudio, se realizaron trasplantes de la mitad caudal del 
RC, futuro r7. Cuando trasplantamos el tercio más dorsal del ectodermo enfrentado a 
dicha porción (ect r7 tipo 1; Td; naranja oscuro; no mostrado, ver Fig. 25A), las células 
de codorniz fueron encontradas formando una estrecha banda dorso-ventral en el 
sistema endolinfático (no mostrado; similar a cabeza de flecha en Fig. 25B). Los 
embriones quimeras con trasplantes de los dos tercios más dorsales del ectodermo (ect 
r7 tipo2; Td y Ti; naranja oscuro e intermedio; no mostrado, ver Fig. 25A) contenía a la 
mitad dorsal de la mácula neglecta (mn; similar a Fig. 25E,F), mientras que las células 
de codorniz fueron ausentes en la mitad ventral (mn; similar a Fig. 25G,H). Trasplantes 
de los dos tercios dorsales, se encuentran delimitando parcialmente la cresta posterior 
(comparar cabezas de flecha en Fig. 25C,D). Finalmente, trasplantes de todo el 
ectodermo enfrentado a la mitad caudal del RC (ect r7 tipo 3; naranja oscuro, 
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intermedio y claro; Fig. 25A) participa en la formación de todas las estructuras 
señaladas anteriormetne y de la bolsa vertical (ver flecha en Fig. 25C). Las Figura 25I y 
25J resumen la distribución exacta de las células procedentes del ectodermo enfrentado 
a la mitad caudal del RC en el oído interno de estadio HH29, en una visión anterior y 
posterior. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Mapa de destino del ectodermo enfrentado a la mitad caudal del RC, el futuro r7. (A) 
Esquema de un embrión de estadio HH10, donde se representa con diferentes tonalidades de naranja los 
tres tercios de esta porción del ectodermo cefálico. (C-H) Secciones horizontales a través del oído interno 
trasplantado de estadio HH29 (E6), trasplante tipo3. Las células de codorniz fueron detectadas en el 
sistema endolinfático (ce; B) y en la porción caudal de la bolsa vertical del oído interno quimera (flecha 
en C), llegando a delimitar el territorio de la cresta posterior (comparar cabezas de flecha en C,D). La 
mitad dorsal del territorio inervado de la mácula neglecta (mn; E,F), pero no su mitad ventral (mn; G,H) 
  
presentan células QCPN-positivas. (I,J) Esquema tridimensional del oído interno quimera de estadio E6, 
en una visión anterior y posterior, donde se resume el destino de los tres tercios del ectodermo enfrentado 
al futuro r7. Los elementos sensoriales están representados con puntos rojos. Orientación: D, dorsal; M, 
medial; P, posterior; R, rostral. La barra de aumentos en G indica 53 µm (aplicado a B-H). 
 
5. Resumen de los trasplantes realizados 
 La Figura 26 resume el destino de los doce porcioens en los que se ha dividido el 
territorio de la placoda ótica (Fig. 26A) en el oído interno de estadio E6 (Fig. 26B), 
usando la misma escala de colores utilizada en cada tipo de experimento. A partir de los 
resultados obtenidos de analizar los oídos internos quimeras de estadio E6 (Fig. 26B), se 
extrapolaron los elementos sensoriales al esquema de la placoda ótica (Fig. 26A). Por lo 
tanto, nuestros resultados han revelado que: (1) la mácula del utrículo proviene 
principalmente del tercio intermedio de r4 y muy poco del tercio dorsal de r4. (2) La 
mácula del sáculo se origina de cuatro compartimentos: el tercio intermedio de r5 es el 
que más aporta a dicha mácula, también del tercio dorsal de r5 contribuye a la 
formación de la mácula del sáculo, y en menor medida el tercio dorsal e intermedio de 
r4. (3) La cresta anterior se origina de los tercios ventrales de r4 y r5, contribuyendo 
cada dominio con la mitad de dicha cresta. (4) La cresta lateral se origina 
completamente del tercio ventral de r5. (5) La mayor parte de la papila basilar 
proviene del tercio intermedio de r6, aunque el tercio intermedio de r5 también aporta 
una parte considerable. En menor medida, el tercio dorsal de r5 y r6 contribuyen en la 
formación de la papila basilar. (6) La mácula de la lagena se origina principalmente del 
tercio intermedio de r6, aunque el tercio dorsal también aporta una porción. (7) La 
mácula neglecta se forma a caballo entre el tercio intermedio de r6 y r7. (8) La cresta 
posterior se origina entre el tercio intermedio y ventral de r6. 
 La Figura 26C representa un esquema tridimensional de una visión dorsal del 
oído interno de estadio HH29 (visión anterior; Fig. 26B), donde se observa la 
confluencia de diferentes porciones trasplantadas, inmediatamente lateral a la inserción 
del sistema endolinfático al vestíbulo y medial a la bolsa vertical. Esta convergencia 
corresponde con el cierre del poro ótico, producido en el paso de estadio de copa ótica a 
vesícula ótica. Por lo tanto, el cierre del poro ótico considerado el punto dorsal del oído, 
se encuentra en la parte dorsal del vestíbulo, situada entre el sistema endolinfático y la 
bolsa vertical. La localización de este punto, cierre del poro ótico, coincide con el 
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propuesto por Brigande y colaboradores (2000a). Es decir, este punto es el punto más 
dorsal deleje dorso-ventral del oído interno.  
 Finalmente, se ha dibujado el territorio correspondiente a cada una de las 
porciones trasplantadas en algunas de las secciones más representativas del oído interno 
de estadio E6 (Fig. 26D). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 26. (A) Representación esquemática del mapa de destino de la placoda de pollo en estadio de 10 
somitas (HH10), centrándonos en el origen de los elementos sensoriales. Las doce porciones consideradas 
de la placoda ótica están indicadas, manteniendo la misma escala de colores. (B) Esquema tridimensional 
del oído interno de estadio E6, visión anterior y posterior, sobre el que se resume el destino de los doce 
territorios estudiados. Los elementos sensoriales están representados como áreas con puntos rojos. (C) 
Esquema tridimensional de una visión dorsal del oído interno de estadio E6 (ver B), donde se muestra la 
confluencia de 10 porciones que participan en la formación del poro ótico. (D) Secciones horizontales a 
través del oído interno de estadio E6, en las cuales se representa la distribución de cada porción de la 
placoda ótica. Orientación: D, dorsal; M, medial; C, caudal; R, rostral. 
6. Mapa de destino de la mitad dorso-ventral y la mitad rostro-caudal de la 
placoda ótica 
 Para obtener el mapa de destino de la mitad dorso-ventral de oído interno, se 
realizaron trasplantes de la mitad dorsal de toda la extensión de la placoda ótica (ect 
dorsal r4, r5, r6, y mitad anterior del r7; marrón en Fig. 27A). En secciones horizontales 
a través del oído interno de estadio E6, las células de codorniz fueron localizadas en 
todo el sistema endolinfático (se, ce; Fig. 27B). Del mismo modo, se observaron células 
procedentes del trasplante en la porción medial del vestíbulo, acercándose a la cresta 
anterior, y quedando lejos de la cresta posterior (ca, cp; Fig. 27C,D). Sin embargo, la 
mitad medial de la mácula neglecta se encontraba dentro del territorio trasplantado (mn; 
Fig. 27E). En la parte más ventral del vestíbulo y en el conducto coclear, las células de 
codorniz se detectaron en toda la mácula del utrículo, mácula del sáculo, papila basilar y 
mácula de la lagena (mu, ms, pb, ml; Fig. 27F-H). Dicho trasplante se encuentra 
formando una banda dorso-ventral a lo largo del conducto coclear en su cara medial 
(flechas en Fig. 27G,H). También, destacar que parte del epitelio que separa la mácula 
del utrículo de la mácula del sáculo no mostra células QCPN positivas (cabeza de flecha 
en Fig. 27F). La Figura 27I resume la localización exacta de las células de codorniz 
procedentes de la mitad dorsal de la placoda ótica en el esquema tridimensional de un 
oído interno quimera de estadio HH29 (E6). 
 La Figura 27J representa un esquema de un embrión de estadio HH10, en donde 
se representa de color marrón el territorio trasplantado con la intención de hacer el mapa 
de destino rostro-caudal (ect caudal enfrentado a ¼ caudal del r5, r6, y mitad anterior 
del r7; marrón en Fig. 27J). Secciones transversales a través del oído interno de estadio 
E6 muestran que las células procedentes del trasplante se localizaban prácticamente en 
la mitad posterior del oído interno. Las células de codorniz se observaron en la pared 
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posterior del sistema endolinfático y la bolsa vertical, incluyendo a la cresta posterior y 
la mácula neglecta (ver Fig. 27K-M). También, se encontraron células QCPN positivas 
en prácticamente todo el conducto coclear, estando marcadas por el anticuerpo QCPN 
toda la papila basilar y la mácula de la lagena (pb, ml; Fig. 27N,O). Solamente la cara 
rostral de la parte proximal del conducto coclear quedó excluida del trasplante (no 
mostrado). En la Figura 27P, se representa un esquema tridimensional del oído interno 
de estadio E6, donde se resume el trasplante de la mitad caudal de la placoda ótica. 
 En los esquemas 27A,I,J,P se ha representado de color gris el territorio que 
queda fuera del epitelio trasplantado. Además, en dicho esquemas se ha colocado un 
punto azul que corresponde con el punto de intersección entre la línea media del 
dominio dorso-ventral y el dominio rostro-caudal. Este punto, situado inmediatamente 
lateral a la parte más dorsal de la mácula del sáculo, correspondería con el punto más 
central de la placoda ótica y el punto más ventral del eje dorso-ventral del oído interno. 
 
Figura 27. Mapa de destino dorsal-ventral (A-O) y rostral-caudal (J-P) de la placoda ótica. (A) Esquema 
de un embrión de estadio HH10 en donde se representa el trasplante de la mitad dorsal de la placoda 
ótica. (C-H) Secciones horizontales a través de un oído interno quimera de estadio E6. El trasplante 
forma una banda dorso-ventral en la cara medial del oído interno. Las células de codorniz se observaron 
en todo el sistema endolinfático (se; B) y en la pared medial del vestíbulo, aproximándose hacia la cresta 
anterior y posterior, pero sin llegar a contactar con ellas (ca y cp en C y D). En el conducto coclear, el 
trasplante fue detectado en toda la mácula del utrículo, mácula del sáculo, papila basilar, mácula de la 
lagena y la mitad medial de la mácula neglecta (ver mu, ms, pb, ml y mn en E-H). (I) Esquema 
tridimensional resumen del oído interno quimera de estadio E6. (J) Esquema de un embrión de estadio 
HH10 representando el trasplante de la mitad caudal de la placoda ótica. (K-O) Secciones horizontales a 
través del oído interno de estadio E6. Las células de codorniz fueron observadas en la pared posterior del 
sistema endolinfático y la bolsa vertical (K), incluyendo a la cresta posterior y la mácula de la lagena 
(L,M). En el conducto coclear, más de la mitad dorsal estaba marcado por el anticuerpo QCPN, 
conteniendo el trasplante a toda la papila basilar y la mácula de la lagena (N,O). (P) Esquema 
tridimensional resumene del oído interno quimera de estadio E6 con un trasplante de la mitad caudal de la 
placoda ótica. El punto azul en A y J representa el punto más central de la placoda ótica. El punto azul en 
I y P representa el punto más ventral del eje dorso-ventral del oído interno. Orientación: D, dorsal; M, 
medial; P, posterior; R, rostral. La barra de aumentos en K indica con 60 µm (aplicado a B-H, K-O). 
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7. Agrupaciones transversales y longitudinales de los trasplantes realizados en 
la placoda ótica 
 A continuación, y como un ejercicio de análisis global, hemos agrupado los tres 
tipos de trasplantes realizados en el ectodermo enfrentado a cada rombómero. Dicho de 
otra manera, si consideramos solamente los trasplantes tipo 3 del ectodermo enfrentado 
a cada rombómero, la placoda ótica de un embrión de estadio HH10 (10 somitas) 
quedaría dividida en 4 dominios (Fig. 28A). De esta forma tendríamos un dominio 
anterior (azul, r4), un dominio posterior (naranja, r7) y dos dominios intermedios, de los 
cuales el dominio correspondiente al r5 (rojo) sería más rostral que el correspondiente al 
r6 (verde). Del mismo modo, si extrapolamos estos cuatro dominios al oído interno de 
estadio HH29 (E6), podemos identificar que estructuras sensoriales y no sensoriales del 
oído interno adulto se van a originar de cada uno de estos dominios (Fig. 28B). Por lo 
tanto, del dominio más rostral (r4) se van a originar la porción antero-lateral del sistema 
endolinfático, la mitad medial de la cresta anterior, toda la mácula del utrículo y un 
poco del territorio más dorsal de la mácula del sáculo (azul en Fig. 28A,B).  
 El dominio correspondiente al r5 (intermedio más rostral, rojo) dará lugar a la 
mitad antero-medial del sistema endolinfático, la pared anterior de la bolsa vertical, la 
mitad lateral de la cresta anterior, toda la bolsa horizontal, incluida la cresta lateral, 
prácticamente toda la mácula del sáculo y aproximadamente el tercio dorsal de la papila 
basilar y de la pared anterior del conducto coclear (rojo en Fig. 28A,B).  En el dominio 
intermedio más caudal (r6, verde) se forma casi toda la pared posterior del sistema 
endolinfático, la pared posterior de la bolsa vertical, incluyendo a toda la cresta 
posterior y la mitad ventral de la mácula neglecta y prácticamente todo el conducto 
coclear (exceptuando la porción que se originaba del dominio correspondiente al r5, 
rojo). Incluye, además, a los dos tercios ventrales de la papila basilar y toda la mácula 
de la lagena (verde en Fig. 28A,B).  
 El dominio posterior, correspondiente al ectodermo enfrentado al r7, es el que 
menos aporta al oído interno (1/2 r7; naranja). Este dominio da una estrecha franja 
dorso-ventral en la pared postero-lateral del sistema endolinfático, además de una 
pequeña porción de la pared posterior del vestíbulo, en la que se incluye la mitad dorsal 
de la mácula de la lagena (naranja en Fig. 28A,B). 
  
 Por otro lado, si las diferentes porciones consideradas las agurparamos 
longitudinalmente, obtendríamos tres dominios diferentes. Un dominio dorsal (rosa), un 
dominio intermedio (azul) y un dominio ventral (amarillo) (Fig. 28C). Si extrapolamos 
cada uno de estos dominios a un oído interno de estadio E6, podríamos saber que 
estructuras tanto sensoriales como no sensoriales tienen un origen dorsal, ventral, o 
intermedio (Fig. 28D). Por lo tanto, del dominio más dorsal se origina: todo el sistema 
endolinfático, la porción medial del vestíbulo donde se inserta el sistema endolinfático, 
así como una pequeña porción de la pared anterior del vestíbulo, tocando dorsalmente a 
la mácula del utrículo. También el dominio más dorsal forma una banda dorso-ventral 
en el conducto coclear, tocando la porción medial de la mácula del sáculo y la papila 
basilar, así como una pequeña parte dorsal de la mácula de la lagena (rosa en Fig. 
28C,D).  
 El dominio más ventral dará lugar a toda la bolsa vertical y bolsa horizontal, 
incluyendo a la cresta anterior, cresta lateral y la mitad lateral de la cresta posterior. 
Además, forma una banda dorso-ventral por la pared lateral del conducto coclear 
(amarillo en Fig. 28C,D).  
 Por último, el dominio intermedio (azul) alberga a la gran mayoría de los 
elementos sensoriales. Dicho dominio forma una banda dorso-ventral, tanto por la pared 
anterior como por la pared posterior del conducto coclear, incluyendo prácticamente 
toda la mácula del sáculo, papila basilar y mácula de la lagena, así como toda la mácula 
neglecta y la mitad medial de la cresta posterior (azul en Fig. 28C,D). 
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Figura 28. (A,C) Esquema de un embrión de estadio HH10, en el cual se representan las agrupaciones de 
las porciones consideradas en el mapa de destino. En A se obtienen 4 dominio transversales, mientras que 
en B se muestra 3 dominios longitudinales. Sobre dicho esquema se representan los distintos elementos 
sensoriales del oído interno. (B,D) Esquema tridimensional del oído interno de estadio E6 en el que se ha 
extrapolado los 4 dominios transversales (B) y los 3 dominios longitudinales (D). 
  
8. Inyecciones de DiI 
 Una vez realizado el mapa de destino y conociendo la posición de las diferentes 
estructuras dentro del ectodermo cefálico, nos surgió la duda de si todo el territorio 
trasplantado pertenecía realmente a la placoda ótica. Entonces, nos propusimos afinar 
un poco más con la intención de encontrar los verdaderos bordes de dicha placoda ótica. 
Para ello, realizamos inyecciones de DiI (marcador fluorescente) alrededor de las zonas 
trasplantadas en embriones de estadio HH10. Se marcó un número reducido de células, 
lo cual nos permitía conocer la posición de estas células al día siguiente.  
 Comenzamos realizando inyecciones desde las zonas más externas de los 
trasplantes hacia el interior, hasta que dimos con el límite de la placoda ótica (Fig. 29A). 
En inyecciones realizadas en el r3 no encontramos células marcadas dentro del epitelio 
ótico al día siguiente. Inyecciones en el borde rostral del r4, algunas células se observan 
dentro del epitelio ótico en su porción más ventral (Fig. 29B), la porción más dorsal 
necesita más inyecciones para comprobar si pertenece al territorio de la placoda ótica. 
En la parte medial, parece que el límite dorsal se encuentra en el borde que representa el 
tubo neural a nivel de r4 y r5, mientras que se solapa un poco en la zona de r6 
(comparar las Fig. 29D,F,J, dentro; y la Fig. 29E, fuera). También hay que tener en 
cuenta que el RC es algo más ancho que los r4 y r5. 
 La parte ventral de la placoda ótica no se extiende hasta el borde del embrión 
como podríamos creer, si no que ocupa un territorio algo más reducido sin alcanzar el 
borde del embrión. Inyecciones en esta porción nos permiten localizar el borde ventral 
de la placoda ótica (comparar Fig. 29B,C,K, dentro; y Fig. 29L,M, fuera). Con respecto 
al borde caudal, los resultados obtenidos de la realización de los trasplantes 
homotópicos nos llevó a poner el límite caudal de la placoda en la mitad del r7. Las 
inyecciones de DiI nos han permitido analizar con más detalle esta porción de la 
placoda ótica y viendo que al menos la porción más rostral del r7 se encuentra dentro de 
la placoda ótica.  
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Figura 29. Estudio de los bordes de la placoda ótica en un embrión de 10 somitas con el uso de 
inyecciones de DiI. (A) Muestra un esquema de la placoda ótica de un embrión de estadio HH10, donde 
se han representado las diferentes inyecciones realizadas,. El color azul indica dentro y el color rojo 
indica fuera. (B-M) Se muestran las células marcadas dentro y fuera de la copa ótica de los embriones, la 
localización de la inyección en el embrión de 10 somitas se representa con cada letra en A. Ver que en las 
imágenes B-D,G-K, las inyecciones se encuentran dentro del territorio de la placoda ótica, mientras que 
las inyecciones de E,L,M, se encuentran fuera de dicho territorio. La barra de aumentos en M indica 26 
µm (aplicado a B-M). 
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1. Origen del desarrollo del sistema endolinfático 
El estudio del mapa de destino llevado a cabo en este trabajo muestra que toda la 
porción dorsal de la placoda ótica dará lugar al sistema endolinfático. Es interesante 
indicar que la porción más dorsal de la placoda ótica de pollo esta en estrecho contacto 
con el rombencéfalo, estando ausente la lámina basal en ambos epitelios (Mayordomo et 
al., 1998). Cada porción del ectodermo cefálico enfrentado específicamente a cada 
rombómero contribuye a una parte bien definida del sistema endolinfático, sin que se 
produzca una mezcla de células, sugiriendo la existencia de límites de restricción en 
dicho sistema. La existencia de subdivisiones en el conducto y saco endolinfático 
concuerdan con las observaciones llevadas a cabo en el estadio de copa ótica por el 
grupo de Fekete, usando inyecciones de DiI (Brigande et al., 2000a,b; ver también 
Fekete y Wu, 2002). Según estos autores, un límite de restricción antero-posterior 
podría dividir el sistema endolinfático en dos mitades, anterior y posterior, con dos 
identidades diferentes (Brigande et al., 2000a). A partir de nuestros resultados, es 
tentativo proponer que al menos hay tres compartimentos, correspondientes con la 
placoda ótica enfrentada al r4, r5 y RC. Los dominios observados en la placoda ótica 
podrían probablemente estar regulados por señales difusibles desde el rombencéfalo ya 
regionalizado. 
2. Origen de todas las máculas y la papilla basilar 
En el desarrollo del oído interno de aves, el origen de los diferentes epitelios 
sensoriales fue analizado en los estadios de placoda y copa ótica, entre HH10 y HH17, 
usando inyecciones de DiI y DiO (Bell et al., 2008). Los precursores de las máculas del 
utrículo y sáculo fueron agrupados en la parte antero-medial de la placoda ótica, 
mientras que los precursores de la papila basilar fueron localizados con mayor 
frecuencia en su parte postero-medial. La mácula de la lagena y la mácula neglecta no 
fueron consideradas en ese estudio (Bell et al., 2008).  
 
Nuestro trabajo, realizado exactamente en estadio de placoda ótica (10 somitas, 
HH10) y usando el modelo de pollo/codorniz como una aproximación experimental más 
fina, confirman en parte estas observaciones, añadiendo muchos más detalles. Las 
máculas se originan a partir de una banda antero-posterior situada justamente ventral al 
dominio presuntivo del sistema endolinfático. En ratón, recientes mapas de destino 
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usando marcadores genéticos de poblaciones del tubo neural han mostrado que células 
del tubo neural invaden el epitelio del esbozo ótico después de que haya ocurrido la 
inducción de la placoda (Freyer et al., 2011). Así, las células teñidas Pax3
cre7+
 y Wnt1-
Cre fueron observadas en la mácula del utrículo, mácula del sáculo y órgano de Corti, 
pero no en las crestas. Este reclutamiento de células se explica ahora perfectamente al 
mostrar la gran proximidad del origen de las máculas, así como el epitelio auditivo, al 
tubo neural (este trabajo).  
 
Por lo tanto, en la placoda ótica de aves existiría un territorio pan-macular. Este 
dominio antero-posterior podría subdividirse conforme avanza el desarrollo embrionario 
en varias porciones que corresponderían con las máculas definitivas del oído interno 
adulto. Señales procedentes del rombencéfalo o incluso del propio sistema endolinfático 
en desarrollo podrían controlar estos eventos. De esta manera, la mácula del utrículo se 
originaría exclusivamente del ectodermo cefálico enfrentado al r4, la mácula del sáculo 
se formaría mayoritariamente en el ectodermo cercano al r5, la mácula de la lagena 
surgiría del ectodermo enfrentado al r6 y, por último, la mácula neglecta tendría su 
origen en una porción del ectodermo a caballo entre el ectodermo adyacente al r6 y r7. 
Por otra parte, distintas señales procedentes de otras estructuras embrionarias podrían 
determinar el desarrollo de la mácula más anterior (la mácula utricular) respecto de las 
máculas más caudales (mácula de la lagena y mácula neglecta). Así, señales procedentes 
de una porción del embrión rostral al r3, aun desconocidas, podrían mediar la 
diferenciación de las porciones más rostrales, mientras que señales procedentes de los 
somitas, por ejemplo de la vía del ácido retinoico, podrían controlar el desarrollo de las 
máculas más caudales.  
 
En este sentido, habría que indicar que la papila basilar estaría incluida en este 
dominio antero-posterior. Ha sido propuesto que la papila basilar se originaría a partir 
de la mácula del sáculo, tal y como se observó al analizar la expresión del gen Fgf10 
(ver Capítulo 1). Señales procedentes de los r5 y r6 podrían determinar la aparición y 
desarrollo de estas dos estructuras sensoriales. 
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3. Origen de las crestas y los canales semicirculares 
Los mapas de destino previos, usando DiI/DiO, han sugerido que los precursores 
de las crestas anterior y lateral se encuentran situadas en una porción anterior y lateral 
de la placoda/copa ótica, los precursores de la cresta anterior mostrando una mayor 
dispersión. Por otro lado, los precursores de la cresta posterior parecen estar situados en 
una porción posterior de la placoda ótica (Bell et al., 2008). El origen de las dos crestas 
anterior/lateral en la parte anterior de la placoda ótica y la cresta posterior en la porción 
posterior fue coincidente con los estudios de Brigande y colaboradores (2000a). 
Nuestros resultados muestran una ubicación mucho más precisa del territorio presuntivo 
de las crestas en la placoda ótica de aves. Las crestas y los canales semicirculares se 
originarían en un dominio antero-posterior situado en la porción más ventral de la 
placoda ótica, justo adyacente al dominio pan-macular señalado anteriormente. 
 
Mapas de destino realizados previamente no indicaron ningún tipo de 
subdivisión en la porción ventral del esbozo ótico, tanto en el estadio de placoda como 
en el de copa ótica (Brigande et al., 2000). A partir de nuestros resultados, podemos 
afirmar que, en la placoda ótica, existirían al menos dos porciones: un anterior, que 
daría lugar a la cresta anterior y lateral, así como a sus canales semicirculares, y otra 
posterior, de donde se originaría la cresta posterior y el canal semicircular 
correspondiente. Señales procedentes muy probablemente de los arcos branquiales, 
segundo y tercero, podrían regular la diferenciación y desarrollo de estas estructuras 
sensoriales. 
4. Restricción de la migración celular en el desarrollo del oído interno 
En Xenopus, los mapas de destino previos realizados en los estadios de placoda 
ótica y otocisto, usando inyecciones de DiI en uno de los cuatro cuadrantes 
considerados y haciendo un seguimiento mediante time-lapse, han sugerido que existe 
una extensa mezcla de células en todo el epitelio ótico (Kil y Collazo, 2000). Así, una 
misma porción de la placoda ótica y el otocisto de Xenopus podría dar lugar a varios 
epitelios sensoriales, con importantes movimientos y una relevante mezcla de células, 
todo ello sin restricción en un compartimento anterior o posterior (Kil y Collazo, 2000). 
En el desarrollo del oído interno de ratón, una posible migración desde estructuras 
dorsales a ventrales ha sido también sugerida (Riccomagno et al., 2005), confirmando la 
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idea de una posible mezcolanza celular en las primeras etapas de la morfogénesis del 
oído interno. Sin embargo otros estudios en ratón han mostrado que, en estadios 
posteriores al otocisto, los órganos sensoriales anterior y posterior están restringidos a la 
mitad anterior y posterior del otocisto, respectivamente (Li et al., 1978). Por lo tanto, la 
hipótesis de posibles migraciones celulares en el desarrollo del epitelio ótico, al menos 
de mamíferos, debería ser revisada. 
 
En el otocisto, ha sido propuesto que la localización de los diferentes tipos de 
progenitores celulares (neuroblastos, progenitores de células ciliadas/soporte, 
progenitores no sensoriales) está muy restringida (Lang y Fekete, 2001), todo ello de 
acuerdo con lo sugerido por el modelo de los compartimentos limitados (Brigande et al., 
2000b). En este sentido, ha sido sugerida una segregación parcial de los precursores en 
la placoda ótica de pollo, usando para ello inyecciones de DiI/DiO: los precursores para 
los órganos sensoriales vestibulares, así como para las neuronas vestibulares, estarían 
localizados en la porción antero-lateral de la placoda ótica, mientras que los precursores 
para las neuronas y órgano sensorial auditivo están restringidos a la porción postero-
medial (Bell et al., 2008). Además infecciones virales en estadios de copa ótica en pollo 
han mostrado la restricción de números clones en una única subdivisión anatómica, 
confirmando un límite de dispersión clonal en el desarrollo del oído interno de pollo 
(Satoh y Fekete, 2005). Sin embargo, la hipótesis de un linaje de restricción no ha sido 
confirmada finalmente por estudios experimentales.  
 
En nuestros trabajos de mapa de destino de la placoda ótica de aves, hemos 
demostrado que, sin lugar a dudas, las células de cada porción trasplantado nunca se 
entremezclan. Una vez que la placoda ótica se ha definido respecto al resto de las 
placodas craneales, y no antes (Streit, 2002), cada epitelio sensorial y no sensorial del 
oído interno de aves surgen de una porción muy pequeña de la placoda ótica, con una 
gran restricción de precursores en ellas (este estudio). Por lo tanto, el movimiento 
celular, y la consecuente mezcla de células, no parecen jugar un papel clave en el oído 
interno, al menos de aves. Esta regionalización podría ser el primer evento en el 
desarrollo del oído interno, al menos de aves, pudiendo estar controlada por señales 
difusibles desde los tejidos próximos, especialmente el tubo neural. En este sentido, los 
límites que separan las unidades segmentarias del rombencéfalo se caracterizan por la 
expresión de Fgf3 (M.H-S., datos sin publicar), sugiriendo que la vía de señalización de 
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los FGFs podría ser la responsable para definir algunos dominios dentro de la placoda 
ótica. En este caso, las señales mediadas por ephrin desde el rombencéfalo podrían 
también ser consideradas (Galle et al., 1996; Manzanares et al., 1996; Bergeman et al., 
2000).  
 
Respecto a esta restricción clonal en el desarrollo del oído interno de pollo, 
solamente una excepción ha sido observada en nuestros trabajos. Justo en el borde 
proximal de la papila basilar y en la cercanía de la mácula del sáculo, un número muy 
reducido de células han sido observadas alejandose del epitelio trasplantado una cierta 
distancia (ver Fig. 23D). Esta última evidencia podría ser explicada por el hecho de que 
la papila basilar se adquiere muy tarde en la evolución del oído interno de vertebrados 
(ver Capítulo 1). En el oído interno de pollo, la mácula del sáculo y la papila basilar son 
las últimas en especificarse (separarse), surgiendo desde un dominio dorso-ventral 
Fgf10 positivo claramente observado en E8, y segregado en E9 (Sánchez-Guardado et 
al., 2012). Además, esta zona corresponde al punto más central de la placoda ótica, tal y 
como se ha visto al determinar sus mitades antero-posteriores y dorso-ventrales (ver 
Fig. 26). Posibles cambios morfogenéticos intensos en esta zona o bien el efecto 
localizado de señales del propio epitelio podrían justificar estas observaciones. 
5. Conclusiones remarcables 
Este exhaustivo mapa de destino de la placoda ótica de embriones de ave podría 
ayudarnos a entender mejor algunos aspectos del desarrollo del oído interno de 
vertebrados, por ejemplo: (1) cómo las diferentes moléculas de señalización difusibles 
desde los tejidos cercanos, en particular procedentes del tubo neural, podrían estar 
implicadas en la especificación temprana de cada elemento sensorial y no sensorial del 
oído interno en desarrollo; (2) cómo los límites de la expresión asimétrica de diferentes 
genes reguladores, y especialmente de las moléculas de adhesión celular, pudieran 
coincidir con las delimitaciones de la placoda ótica obtenidas en nuestro mapa de 
destino; (3) y cómo estos límites regionalizarían el esbozo ótico durante su desarrollo, 
proporcionando identidades posicionales para la correcta especificación de todos los 
componentes del oído interno, probablemente según el modelo de los compartimentos 
(Brigande et al., 2000b; Fekete y Wu, 2002). Además, (4) este mapa de destino de la 
placoda ótica de pollo podría ayudar a evaluar de nuevo algunos de los resultados 
descriptivos y experimentales previamente realizados, al situarlos en un nuevo contexto 
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conceptual. Además, (5) este mapa de destino podría ser también útil para entender 
mejor las diferencias entre la gran variedad de oídos internos a lo largo de la evolución 
de vertebrados. Nuevas interpretaciones de patrones de expresión génicos podrían 
sugerir nuevos estudios experimentales innovadores, todo ello orientado a conocer los 
mecanismos moleculares y celulares implicados en la especificación de las estructuras 
auditivas y vestibulares durante el desarrollo ontogenético y filogenético del oído 
interno de vertebrados. 
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Del anális exaustivo de este detallado mapa de destino de la placoda ótica de 
aves, realizado mediante los embriones quimera pollo/codorniz, se han obtenido las 
siguienres conclusiones: 
 
PRIMERA – La extensión de la placoda ótica en embriones de estadio HH10 (10 
somitas) va desde el ectodermo enfrentado al rombómero 4 hasta el ectodermo 
enfrentado a la mitad caudal del pro-rombómero C (rombómero 7). 
SEGUNDA – La porción más dorsal de la placoda ótica dará lugar al sistema 
endolinfático, la porción más ventral a los canales semicirculares y crestas asociadas, y 
de la parte intermedia se formaran el vestíbulo y conducto coclear, así como el resto de 
los elementos sensoriales.  
TERCERA – La cresta lateral y mácula neglecta, las cuales se generarían de novo 
durante el desarrollo evolutivo, se originan en territorios cercanos a la cresta anterior y 
la cresta posterior, respectivamente. 
CUARTA – Topológicamente el elemento sensorial mas anterior es la mácula del 
utrículo. Sin embargo, desde el punto de vista topográfico, el elemento sensorial más 
anterior es la cresta anterior. Por el contrario, el elemento más posterior desde el punto 
de vista topológico es la mácula neglecta, y topográficamente es la mácula neglecta. 
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El oído interno es capaz de detectar las aceleraciones lineares y angulares de la 
cabeza, así como el sonido (ver Introducción General). Las células ciliadas traducen los 
movimientos de sus esterocilios en señales eléctricas, las cuales activan a las neuronas 
del ganglio acústico-vestibular (GAV). De este modo, los estímulos sensoriales son 
transmitidos desde las células ciliadas, localizadas en los órganos sensoriales, a los 
núcleos sensoriales correspondientes en el cerebro posterior o rombencéfalo. 
El oído interno se conecta con el rombencéfalo por medio de dos tipos de fibras. 
Las fibras aferentes son generadas por las neuronas del GAV. Estudios anatómicos 
indican que todas estas neuronas son pseudopolares, con una prolongación dirigida 
hacia un elemento sensorial concreto (dendrita) y la otra prolongación hacia el cerebro 
posterior (axón), conectando así ambas estructuras (Retzius, 1893; Perkins y Morest, 
1975; Whitehead y Morest, 1985; Hemond y Morest, 1991). Por otra parte, los 
elementos sensoriales del oído interno están inervados por fibras procedentes de núcleos 
rombencefálicos, fibras eferentes. El sistema eferente recibe información de la vía 
sensorial ascendente del rombencéfalo y proyecta, entre otros, a los mecano-receptores 
(células ciliadas) del oído interno, modulando su acción (Simmons, 2002). 
La inervación aferente de los elementos sensoriales del oído interno es llevada a 
cabo por las neuronas del GAV. Los componentes de este ganglio tienen un origen 
mixto. Por una parte, las células gliales proceden de las crestas neurales (Wikström y 
Anniko, 1987; Hemond y Morest, 1991), mientras que las neuronas del GAV se 
originan de neuroblastos desprendidos del epitelio ótico (Álvarez et al., 1989; Álvarez y 
Navascués, 1990; Hemond y Morest, 1991; revisado por Alsina et al., 2003). 
Los precursores neuronales del GAV son el primer tipo celular que se diferencia 
en el epitelio ótico (D’Amico-Martel y Noden, 1983; Hemond y Morest, 1991; Fekete y 
Wu, 2002). El desarrollo de las neuroblastos en neuronas sigue un proceso secuencial: 
(1) especificación del precursor neuronal; (2) migración de los neuroblastos desde el 
epitelio ótico al mesénquima subyacente; (3) proliferación de los neuroblastos en el 
ganglio acústico-vestibular formado; y (4) finalmente, diferenciación en neuronas que 
inervaran los elementos sensoriales del oído interno, además de emitir sus proyecciones 
también a los núcleos cocleares y vestibulares del rombencéfalo (Rubel y Fritzsch, 
2002; Alsina et al., 2003). No hay evidencias de que las dos poblaciones neuronales que 
conforman el GAV (GV, ganglio vestibular; GA, ganglio acústico) deriven de dos 
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precursores celulares diferentes, pero queda abierta la posibilidad de que deriven de 
diferentes compartimentos del epitelio ótico, segregándose temprano durante la 
gangliogénesis (Fekete y Wu, 2002). Por lo tanto, los objetivos de númerosas 
investigaciones recientes se centran es entender cómo se determina la región del epitelio 
ótico que genera las diferentes subpoblaciones de neuroblastos, además de conocer 
cómo se establece las conexiones ordenadas entre estos neuroblastos y los diferentes 
elementos sensoriales (revisado por Fekete y Campero, 2007).  
Los estudios que se conocen sobre el proceso de inervación del epitelio ótico en 
el embrión de pollo son escasos (revisado por Rubel y Frizsch, 2002; Fekete y 
Campero, 2007). El conocimiento de las bases moleculares y celulares que regulan la 
diferenciación de los neuroblastos, así como la comprensión de los mecanismos 
implicados en el crecimiento dirigido de los axones/dendritas de las neuronas 
ganglionares, es clave para entender la inervación de los elementos sensoriales del oído 
interno en desarrollo (ver la Introducción General. 
1. Origen y diferenciación de los neuroblastos  
 En el desarrollo del oído interno de pollo, la especificación de los neuroblastos 
empieza en estadios de placoda ótica (HH10; E1,5). El inicio de la migración de estos 
neuroblastos hacia el mesénquima subyacente comienza en torno al segundo día de 
incubación (HH12-14; E2; Álvarez et al., 1989; Hemond y Morest, 1991; Adam et al., 
1998). Los neuroblastos se desprenden del territorio antero-medial de la placoda/copa 
ótica, el denominado dominio pro-neural (Alsina et al., 2004; Abelló et al., 2007). En el 
estadio de vesícula ótica, los neuroblastos se originan de la pared antero-ventral del 
epitelio ótico (Noden y van de Water, 1986; Álvarez y Navascués, 1990; Hemond y 
Morest, 1991; Adam et al., 1998), de un territorio delimitado por la expresión de los 
genes Gbx2 y Otx2, y el cual expresa en parte el gen Fgf8 (Hidalgo-Sánchez et al., 
2000). En aves, las primeras fibras de las neuronas del GAV crecen al tercer día de 
incubación (Whitehead y Morest, 1985) y la proliferación de las neuronas en el GAV, al 
menos las neuronas cocleares, ocurre entre el cuarto y séptimo día de incubación 
(D’Amico-Martel, 1982). En los siguientes días del desarrollo embrionario, las neuronas 
se diferencian y se segregan en el ganglio auditivo y vestibular, siendo las neuronas 
cocleares las que se diferencian más tarde (D’Amico-Martel, 1982). En este sentido, hay 
que tener en cuenta que el oído interno de aves presenta dos elementos vestibulares 
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adicionales respecto al oído interno de mamíferos: la mácula neglecta, situada en el 
vestículo y cerca de la cresta posterior, y la mácula dela lagena, situada en el extremo 
del conducto coclear. Las neuronas vestibulares que inervan a la mácula de la lagena se 
sitúan en la periferia del ganglio auditivo (ver Fekete y Campero, 2007). Por lo tanto, en 
aves no se da una segregación completa entre los dos componentes, auditivo y 
vestibular, del GAV. Por lo tanto, uno de los objetivos de los estudios en biología del 
desarrollo es conocer marcadores de las diferentes poblaciones de neuroblastos que 
constituyen el GAV. 
 Se ha descrito que las neuroblastos se originan de la porción pro-neural. Por lo 
tanto, los genes pro-neurales son críticos para el desarrollo de las neuronas del GAV. 
Entre ellos se encuentran los factores de transcripción Ngn1, NeuroD y NeuroM 
(bHLH). Para una correcta formación de los órganos sensoriales y de los primeros 
neuroblastos, sería necesaria la expresión de Neurogenin 1 (Ngn1), ya que la ausencia 
de este gen no produce ni neuronas sensoriales ni células ciliadas (Ma et al., 2000). El 
siguiente paso en la diferenciación de las primeras neuronas parece estar mediado por 
NeuroD y NeuroM, regulados a su vez por Ngn1, los cuales están implicados en ciertos 
aspectos de migración y guía axonal, así como en la supervivencia de las neuronas 
sensoriales (Liu et al., 2000; Ma et al., 2000; Kim et al., 2001). Mutantes knock-out 
para estos factores de transcripción muestran una deficiente delaminación de los 
neuroblastos, produciendo así una reducción en el número de neuronas óticas (Ma et al., 
2000; Kim et al., 2001; Sánchez-Calderón et al., 2007b). Por otra parte, el origen 
topológico de las primeras neuronas en el epitelio del otocisto ha sido identificado por 
la expresión del gen Fgf19 (Sánchez-Calderón et al., 2007a). 
 Asimismo, se ha descrito que el factor de transcripción Islet1, perteneciente a la 
familia con homeodominio LIM (LIM-HD), es un factor clave en la diferenciación de 
los neuroblastos y la consiguiente formación del GAV (Adam et al., 1998; Camarero et 
al., 2003; Li et al., 2004; Radde-Gallwitz et al., 2004). Islet1 se detecta en gran parte 
del epitelio ótico de embriones de aves. Islet1 también se observada en algunas células 
de la región neurogénica, su expresión siendo más intensa en las células (neuroblastos) 
que ya se han desprendido del epitelio ótico (Adam et al., 1998; Camarero et al., 2003; 
Li et al., 2004). Posteriormente, su expresión se mantiene en las neuronas diferenciadas 
del GAV (Radde-Gallwitz et al., 2004). 
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 Gata3 se expresa en el epitelio ótico, ciertas células del mesenquima periótico y 
neuronas del GAV (Karis et al., 2001; Lawoko-Kerali et al., 2004; Livellali et al., 2004, 
2006, 2007; Jones y Warchol, 2009). Algunos trabajos muestran que Gata3 se expresa 
en neuroblastos mientras están dentro del epitelio ótico, durante su migración y una vez 
situados en el GAV (Lawoko-Kerali et al., 2004). En este sentido, Gata3 ha sido 
propuesto como un marcador exclusivo de los neuroblastos cocleares, mientras que la 
expresión de NeuroD marcaría la población de neuroblastos vestibulares, sugiriendo que 
en el epitelio ótico hay dos poblaciones de precursores neurogénicos separadas (Karis et 
al., 2001; Lawoko-Kerali et al., 2004; Jones y Warchol, 2009). No obstante, estas 
evidencias necesitan ser confirmadas (Lawoko-Kerali et al., 2004; Jones y Warchol, 
2009). 
2. Origen y proyección de los neuroblastos: dos posibles hipótesis alternativas  
El crecimiento de las fibras aferentes hacia el epitelio ótico, así como los 
mecanismos de conducción y guía axonal, han suscitado gran interés desde hace más de 
cien años. Las neuronas auditivas y vestibulares parecen presentar ambientes de guía 
estereotipados, indicando que las vías para la inervación de dianas específicas en el oído 
interno ocurre muy temprano durante los procesos de neurogénesis (Rubel y Fritzsch, 
2002; Fekete y Campero, 2007; Koundakjian et al., 2007). Los primeros trabajos 
indicaron que los axones vestibulares y cocleares, una vez que alcanzan el esbozo ótico, 
se desplazan sobre la lámina basal que delimita el epitelio otico antes de entrar en el 
epitelio ótico (Retzius, 1893; Ramon y Cajal, 1919; Lorente de No, 1926,1933).  
Observaciones en ratones han sugerido que las neuronas del ganglio coclear 
migran exclusivamente del propio epitelio coclear durante su desarrollo embrionario 
(Altman y Bayer, 1982). Carney y Silver (1983) mostraron que los neuroblastos 
emitirían sus prolongaciones poco después de iniciar su migración, mucho antes de 
alcanzar su posición definitiva en el GAV. El camino de migración celular podría ser el 
mismo que el de guía axonal. Imágenes de microscopia electrónica confirman que los 
neuroblastos y el cono de crecimiento comparten el mismo camino de migración 
(Carney y Silver, 1983). Los procesos de migración de los neuroblastos podrían servir 
como sustrato a los axones pioneros para encontrar su camino de vuelta a la porción del 
otocisto en donde se originan. Así, los neuroblastos proyectarían a la misma región de 
origen, manteniendo un correcto orden, en especial en el sistema auditivo (tonotopía) 
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(Carney y Silver, 1983). De esta manera, se evitaría la necesidad de señales difusibles 
que actuarían a larga distancia desde el epitelio ótico. Por otra parte, esta hipótesis 
obligaría a que todos y cada uno de los elementos sensoriales generen sus propios 
neuroblastos. Hasta el momento, no se han realizado experimentos para confirmar esta 
posibilidad. 
 Sin embargo, ha sido propuesto que las neuronas del GAV no derivan del mismo 
lugar del epitelio ótico al que van a inervar (Noden y van de Water, 1986). De esta 
manera, es muy probable que exista un parcial solapamiento, pero no total, entre la 
localización original de los neuroblastos y el destino final de las dendritas en los 
primordios sensoriales. Esta hipótesis está apoyada por las observaciones realizadas en 
aves, mostrando que los precursores de los neuroblastos vestibulares y auditivos podrían 
presentar un progenitor común. Estos progenitores acústico-vestibulares estarían 
situados en la parte más anterior de la vesícula ótica, especialmente dentro o adyacente 
a la mácula de utrículo (Satoh y Fekete, 2005). Los trabajos que analizan la expresión 
de neurotrofinas y NeuroD sugieren que estos precursores duales se originarían tanto de 
la mácula del utrículo como la del sáculo (Fritzsch et al., 2002; Raft et al., 2007). No 
obstante, no se descarta la posibilidad de que otros elementos sensoriales cercanos 
pudieran generar estos precursores comunes de neuroblastos. Todos estos resultados 
contradicen en parte la primera hipótesis planteada, abriendo la posibilidad de la 
existencia de señales difusibles a larga distancia que controlen el crecimiento y guía de 
las prolongaciones de los neuroblastos en desarrollo (ver Fekete y Campero, 2007). 
3. Mecanismos de guía axonal en el desarrollo del oído interno 
Ramón y Cajal propuso la existencia de factores neurotróficos difusibles 
originados en determinadas porciones del epitelio ótico, y que regularían la atracción y 
guía del cono de crecimiento de los axones pioneros (Ramón y Cajal, 1908), quizá por 
rutas previamente establecidas (Carney y Silver, 1983). El crecimiento de las 
prolongaciones de los neuroblastos diferenciándose en cultivo in vitro junto con 
porciones del epitelio ótico sugieren la existencia de señales difusibles neurotróficas 
(Hemond y Morest, 1992). Por ello, la liberación local de quimio-atrayentes desde el 
primordio sensorial podría servir como indicadores para la guía de las dendritas (Noden 
y van de Water, 1986; Rubel y Fritzsch, 2002). Sin embargo, se ha caracterizado el 
papel de las posibles fuentes de señalización que atraen o que repelen el crecimiento del 
 164 
 
cono axónico hacia las células sensoriales para establecer las conexiones sinápticas 
adecuadas.  
Una posibilidad es que sean las células ciliadas, presentes en los epitelios 
sensoriales en desarrollo, las que produjeran estos quimio-atrayentes y atraer así a las 
prolongaciones axónicas adecuadas. Genes de la familia de Atho1 (por ejemplo Cath1 y 
Math1) están implicados en la diferenciación de las células ciliadas (Bermingham et al., 
1999; Zheng y Gao, 2000; Chen et al., 2002; Kawamoto et al., 2003; Fritzsch et al., 
2005; Matei et al., 2005; Pujades et al., 2006; Millimaki et al., 2007, 2010; ver también 
Schimmang, 2012). Expresión ectópica de Atho1 en el epitelio ótico coclear genera una 
inervación adicional de estas nuevos territorios sensoriales (Zheng y Gao, 2000). 
Resultados similares se han observado al sobre-expresar Wnt/β-catenina en el coclear y 
generando nuevos elementos sensoriales ectópicos (Stevens et al., 2003). Por lo tanto, 
los elementos sensoriales podrían emitir neurotrofinas. No obstante, es interesante 
señalar que el epitelio del sistema endolinfático, el cual no presenta elementos 
sensoriales, muestra también un efecto quimio-atrayente hacía las prolongaciones de los 
neuroblastos (Hemond y Morest, 1992). Esta observación indica que el efecto quimio-
atrayente podría no estar mediado exclusivamente por las células ciliadas. De hecho, los 
axones pioneros llegan al epitelio ótico, al menos de algunos elementos sensoriales, 
poco antes de la diferenciación de las células ciliadas (Whitehead y Morest, 1985). 
Además, mutaciones que eliminan la diferenciación de células liadas, por ejemplo de 
Atho1 y Brn3c, no alteran el patrón de inervación del epitelio ótico (Xiang et al., 2003; 
Fritzsch et al., 2005). Por lo tanto, en este proceso de guía axonal, las células ciliadas 
serían suficientes, pero no necesarias (ver Fekete y Campero, 2007). 
Las moléculas de la familia de la neurotrofinas son buenas candidatas como 
agente quimio-atrayentes. Es conocido que el epitelio ótico genera sustancias 
neurotróficas del tipo NGF, factores de crecimiento, entre ellos BDNF y NT-3 (Ernfors 
et al., 1995; Fritzsch et al., 1995; Fariñas et al., 2001). Ratones deficientes de BDNF y 
su receptor, Trk B, muestran una importante reducción del número de neuronas 
vestibulares y pérdida parcial de la inervación de ciertos elementos sensoriales, en 
especial las crestas. Ratones deficientes de NT-3 y su receptor, Trk C, muestran 
deficiencias en neuronas del ganglio espiral, auditivas (Fritzsch et al., 1997, Rubel y 
Fritzsch, 2002).  
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Estudios descriptivos y experimentales han mostrado la existencia de señales 
repelentes desde el epitelio ótico en desarrollo. Entre ellas, cabe destacar las Netrinas, 
Semaforinas, Eph/ephrinas y Slit/Robos, entre otras (Miyazaki et al., 1999; Cowan et 
al., 2000; Mukarami et al., 2001; Holmes et al., 2002; Bianchi y Gray, 2002; Rubel y 
Fritzsch, 2002; Brors et al., 2003; Gu et al., 2003; Hackett et al., 2007).  
Además, varios morfógenos, tales como WNT, BMP y SHH (Sonic Hedgehog), 
podrían también estar implicados en la orientación de la trayectoria de los axones ótico 
en crecimiento (Webber y Raz, 2006; ver Fekete y Campero, 2007). 
 Aunque se han realizado importantes progresos en los últimos años, varias 
cuestiones primordiales continúan sin ser resueltas.  
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 Los precursores neuronales (neuroblastos) se desprenden del epitleio ótico para 
invadir el mesénquima subyacente, lugar en el que se van a diferenciar en neuronas 
sensoriales del ganglio acústico-vestibular (GAV). Estas neuronas van a inervar a las 
células ciliadas de todos los elementos sensoriales, tanto auditivos como vestibulares.  
 
A pesar del interés suscitado por el lugar de origen de los precursores neuronales 
y la posterior inervación de las neuronas sensoriales, aun no está claro si existe una 
relación espacial entre el origen de los neuroblastos y el destino de sus proyecciones a 
los diferentes elementos sensoriales presentes en el laberinto membranoso del oído 
interno. 
 
 Por lo tanto, los objetivos de este capítulo se han centrado en: 
 
1. Caracterizar la migración de los neuroblastos desde el epitelio ótico en 
diferentes etapas de su desarrollo, utilizando para ello los marcadores 
propuestos previamente en la bibliografía. Con este estudio sistemático y 
detallado, estableceremos un mapa de origen de las posibles subpoblaciones 
de neuroblastos. 
 
2. Establecer un mapa de proyecciones de las subpoblaciones de neuroblastos 
según su origen. Para ello, trasplantaremos cada elemento sensorial por 
separado, o pequeñas porciones de algunos de ellos. Estos trasplantes se 
realizarán en el estadio de placoda ótica, según el mapa de destino de la 
placoda ótica (ver Capítulo 2). De esta manera, comprobaremos si la 
inervación de los distintos elementos sensoriales mantiene una relación 
topográfica origen-destino o no. 
 
3. Confirmar si realmente existe una segregación espacial entre el ganglio 
acústico y el ganglio vestibular en cuanto al origen de sus neuroblastos. 
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Para este estudio experimental, igual que para la obtención del mapa de destino, 
se ha llevado a cabo mediante la técnica de trasplantes pollo/codorniz, la cual nos 
permite seguir un específico grupo de células (el trasplante) a lo largo del desarrollo 
embrionario, y determinar el destino prospectivo y localización del tejido trasplantado 
(Alvarado-Mallart y Sotelo, 1984; Hidalgo-Sánchez et al., 1999).  
 En este caso, nos interesaba detectar las fibras aferentes (dendritas) de los 
precursores neuronales (neuroblastos) que se desprenden del epitelio ótico y que, tras su 
diferenciación en neuronas sensoriales de ganglio acústico-vestibular (GAV), inervan 
los diferentes elementos sensoriales presentes en el laberinto membranoso del oído 
interno. Para poder llevar a cabo este estudio, tuvimos que realizar algunas 
modificaciones a la metodología usada para los trasplantes del mapa de destino 
(Capítulo 2). Los trasplantes realizados en este estudio eran homotópicos pero 
solamente de ectodermo, sin tubo neural (Fig. 29A). No se trasplantó el tubo neural de 
de la codorniz para evitar la posible contaminación de las muestras con fibras eferentes 
provenientes del rombencéfalo (Simmons, 2002). Dado que conocemos la localización 
de los diferentes elementos sensoriales en la placoda ótica, gracias al mapa de destino 
(Capítulo 2; Fig. 29B), los trasplantes fueron realizados intentando coger una porción 
pequeña del ectodermo (Fig. 29A) que tuviera solamente un elemento sensorial de 
manera independiente (Fig. 29B). Así mismo, estos trasplantes se realizaron también en 
estadio HH10, sabiendo que la delaminación de los neuroblastos comienza en estadios 
de copa otica (HH11-12) (Sánchez-Calderón et al., 2007a). El análisis de los embriones 
quimeras fue realizado en el estadio HH32-34 (8-9 días de desarrollo), cuando la 
delaminación y posterior inervación de los elementos sensoriales prácticamente ha 
finalizado. 
 La inmunohistoquímica con el anticuerpo monoclonal QN-Mab (quail-specific 
neuronal marker), capaz de unirse exclusivamente a la membrana plasmática de las 
células de codorniz (Tanaka et al., 1990). Este anticuerpo nos permite reconocer las 
fibras de las neuronas de codorniz, sin marcar las fibras de las neuronas del huésped 
(Fig. 30A-C). Comparando el marcaje obtenido con los anticuerpos QN (Fig. 30A-C) y 
3A10 (Fig. 30D-F) en un oído interno de codorniz, observamos que ambos anticuerpos 
marcan todas las fibras que llegan al epitelio ótico. Por lo tanto, el anticuerpo QN es un 
buen marcador de las fibras óticas de las células de codorniz. Este anticuerpo nos 
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permite reconocer qué elementos sensoriales van a ser inervados por las neuronas del 
GAV que previamente se desprendieron como neuroblastos de la región trasplantada. 
Para conocer la disposición de las células de codorniz dentro del epitelio ótico del oído 
interno de codorniz, y con ello el origen de los neuroblastos, realizamos 
inmunohistoquímicas con el anticuerpo monoclonal anti-codorniz QCPN, al igual que 
para el mapa de destino (Fig. 30G). En el ejemplo mostrado, las células de codorniz se 
localizaron en la mitad lateral de la cresta posterior (Fig. 30G) y las fibras de las 
neuronas del GAV, originadas desde dicho trasplante, inervaron la mitad lateral de 
dicho elemento sensorial (Fig. 30H). 
1. Detección del trasplante 
 La inmunohistoquímica con el anticuerpo QN fue llevada a cabo igual que se ha 
descrito para el anticuerpo QCPN (ver Capitulo 2). El anticuerpo QN fue usado a una 
dilución 1/10.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. (A)Esquema de una sección transversal a través del embrión de pollo trasplantado en estadio 
HH10 (10 somitas), donde se representa la extensión dorso-ventral de la placoda en el ectodermo cefálico. 
El trasplante fue solamente de una porción del epitelio ótico (territorio verde oscuro dentro de la placoda). 
(B) Esquema de la placoda ótica en el que se representan mediante cuadros amarillos la disposición de 
cada elemento sensorial (ver Capítulo 2).  
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Figura 30. (A-F) Secciones horizontales a través del oído interno de codorniz, tratadas con los 
anticuerpos QN (A-C) y 3A10 (D-F). Ambos anticuerpos marcan por igual toda la población de fibras 
óticas. (G,H) Embrión quimera de 8 días de incubación, mostrado como ejemplo. Las células de 
codorniz, QCPN positivas, se localizan en la mitad lateral de la cresta posterior (G). Las dendritas 
procedentes de las neuronas que se han originado del territorio trasplantado, QN positivas, inervan a la 
cresta posterior (H). Orientación: D, dorsal; M, medial. La barra de aumentos en F indica 52 µm (aplicado 
a A-F) y en H indica 38 µm (aplicado a G,H). 
 
 
 
  
2. Marcaje de neuroblastos 
Para el marcaje de las diferentes poblaciones de neuroblastos del oído interno, 
hemos realizado hibridaciones in situ con los genes Fgf10, Fgf19, Ngn1, NeuroD y 
NeuroM, e inmunohitoquímicas con los anticuerpos GATA3 e Islet1. Tanto la 
hibridación in situ como la inmunohitoquímica fueron descritas en el Capítulo 1 (ver 
Materiales y Métodos), así como la información para obtener las sondas de los genes 
Fgf10 y Fgf19 (Tabla 1). 
Para la obtención de las sondas de los genes Ngn1, NeuroD y NeuroM, se usaron 
las siguientes encimas: 
 Gen  Enzima de   Polimerasa  Referencia 
   Restricción  
           Ngn1       EcoR1          T3  Alsina et al., 2004 
         NeuroD         Not1          T3  Alsina et al., 2004 
         NeuroM        Nco1          Sp6  Alsina et al., 2004 
 
 Mientras que las inmunohistoquímicas con los anticuerpos GATA3 e Islet, 
fueron realizadas como se describe para el anticuerpo QCPN (Capítulo 2). Las 
diluciones a las que se usaron los anticuerpos fue: GATA3 dilución 1/100 e Islet1 
dilución 1/100 (Jones y Warchol, 2009) 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
                    Introducción General 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Capítulo 3. Resultados 
 
                   Introducción General 
179 
 
1. Patrón de expresión de Fgf19 en estadios tempranos del desarrollo del oído 
interno 
 Se ha descrito que el gen Fgf19 se expresa en el mesodermo paraxial cercano al 
esbozo del oído interno en estadios tempranos del desarrollo, y que está implicado en la 
inducción ótica (Ladher et al., 2000). También, la expresión de Fgf19 se detecta tanto 
en los neuroblastos ganglionares que se desprenden del epitelio de la copa ótica como 
en las neuronas del ganglio acústico-vestibular (GAV). La expresión de Fgf19 se 
mantiene en el GAV hasta el octavo día de desarrollo, sugiriendo una relación entre este 
gen y la diferenciación neuronal (Sánchez-Calderón et al., 2007a).  
 Para caracterizar la distribución de los neuroblastos que se desprenden del 
epitelio ótico, hemos realizado un estudio detallado de la expresión del gen Fgf19 entre 
los estadios HH14 y HH27. En secciones sagitales a través del esbozo ótico (copa ótica; 
estadio HH14, Fig. 31A-C), la expresión de Fgf19 se observa de manera intensa en 
algunas células que están saliendo del epitelio ótico en su porción dorso-lateral, 
justamente ventral al borde anterior del poro ótico (po; cabeza de flecha en Fig. 31A). 
Secciones más mediales continúan mostrando algunos neuroblastos dispersos en la 
pared anterior del esbozo ótico, a nivel dorsal y ventral (cabezas de flecha en Fig. 
31B,C). También notar que los neuroblastos que han dejado el epitelio ótico comienzan 
a congregarse en contacto con la pared anterior del esbozo ótico, empezando a formar el 
ganglio acústico-vestibular (asteriscos en Fig. 31B,C). 
 Secciones sagitales a través del epitelio ótico de estadio HH15 (Fig. 31D-F) 
continúan mostrando la expresión de Fgf19 de manera intensa en neuroblastos que se 
están desprendiendo de la pared ótica rostral (entre cabezas de flecha en Fig. 31D-F). 
Resaltar que en las secciones más laterales se observa un mayor número de neuroblastos 
en la porción dorsal de la copa ótica (flecha en Fig. 31D), mientras que en secciones 
más mediales los neuroblastos se observan en regiones cada vez más ventrales 
(comparar flechas en Fig. 31D-E). El acúmulo de neuroblastos en el mesénquima 
subyacente se va haciendo cada vez más patente en la porción antero-ventral de la copa 
ótica, siendo mayor dicha congregación de neuroblastos en secciones más mediales 
(comparar asteriscos en Fig. 31D-F). 
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 En el estadio HH16, cuando el poro ótico comienza a cerrarse para pasar de copa 
ótica a vesícula ótica, secciones sagitales a través del oído interno (Fig. 31G-I) muestran 
un mayor número de células que expresan Fgf19 a nivel dorsal de la pared rostral del 
esbozo ótico que en estadios anteriores y en secciones laterales (entre cabezas de flecha 
en Fig. 31G). Como en el estadio anterior, secciones más mediales muestran la 
expresión de Fgf19 en neuroblastos que están dejando el epitelio ótico en la pared 
anterior, pero a niveles más ventrales (entre cabezas de flecha en Fig. 31H,I). También 
se puede observar como los neuroblastos van formando el GAV (asteriscos en Fig. 
31H,I). 
 Finalmente, realizamos el estudio de la expresión del gen Fgf19 en el oído 
interno de estadio de vesícula ótica (HH17; secciones sagitales Fig. 31J-L; secciones 
transversales Fig. 31M-Q). En secciones sagitales, se corrobora la migración de los 
neuroblastos desde el epitelio ótico en la pared anterior, a nivel dorsal en secciones 
laterales (no mostrado) y a nivel ventral en secciones mediales (entre cabezas de flecha 
en Fig. 31J-L). Resaltar que en este estadio se empiezan a observar algunos 
neuroblastos marcados por el gen Fgf19 en la pared posterior del esbozo ótico, 
solamente en las secciones más mediales (flecha en Fig. 31L). En las secciones 
transversales de estadio HH17, la expresión de Fgf19 se observa desde la pared anterior 
hasta la pared posterior de la vesícula ótica, formando una banda antero-posterior y 
ventro-medial, similar al dominio pan-sensorial descrito para la expresión del gen Fgf10 
en estadio HH18 (ver Capítulo1; comparar imágenes Fig. 31M-Q y Fig. 14A-E). 
Apreciar que existe un mayor número de neuroblastos Fgf19 positivos en la porción 
anterior, y que dicho número va disminuyendo según avanzamos hacia la parte posterior 
de la vesícula ótica (comparar cabezas de flecha en Fig. 31M-Q). Según se avanza en el 
desarrollo, la cantidad de neuroblastos marcados con el gen Fgf19 en el GAV es cada 
vez mayor (asteriscos en Fig. 31J-P). Por lo tanto, podemos concluir que la expresión de 
Fgf19 en los estadios iniciales de la morfogénesis del oído interno de aves define muy 
bien el origen y migración de los neuroblastos desde el epitelio de la copa y vesícula 
ótica. 
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Figura 31. Patrón de expresión del gen Fgf19 en diferentes estadios de desarrollo. (A-B) Secciones 
sagitales a través del epitelio ótico de estadio HH14 muestran la expresión de Fgf19 en los neuroblastos 
que están migrando desde la pared anterior del epitelio ótico. (D-F) Secciones sagitales a través del 
esbozo ótico de estadio HH15. Las neuroblastos marcados por Fgf19 se observan en la pared anterior de 
la copa ótica. (G-I) En secciones sagitales a través del epitelio ótico de estadio HH16, la expresión de 
Fgf19 se hace patente en la pared anterior del esbozo ótico. (J-L) Secciones sagitales a través del epitelio 
ótico de estadio HH17. En este estadio, los neuroblastos marcados por Fgf19 comienzan a observarse 
también en la pared posterior de la vesícula ótica. (M-Q) Secciones transversales a través de la vesícula 
ótica de estadio HH17. La expresión de Fgf19 se aprecia formando un gradiente de expresión en una 
banda antero-posterior. Se observan un mayor número de células Fgf19 positivas en la pared anterior que 
en la pared posterior de la vesícula ótica. Orientación: C, caudal; D; dorsal; M, medial. La barra de 
aumentos en O indica 25 µm (aplicado a A-Q). 
 
2. Neurogénesis en el estadio HH18-20 
 En el estadio HH18-20, secciones horizontales a través del oído interno 
muestran que la células Fgf19 positivas se localizan en el epitelio ótico, en una región 
que se extiende desde la porción posterior a la porción anterior de la pared medial del 
esbozo ótico (entre cabezas de flecha en Fig. 32A-D). En el estadio HH18-20, la banda 
antero-posterior que forma la expresión de Fgf19 se incluye dentro de la banda antero-
posterior descrita para el gen Fgf10 (comparar el marcaje de la hibridación in situ en 
Fig. 32A-D y Fig. 32E-H; ver también Fig. 14A-E), tal y como se vio en el estadio 
HH17 (Fig. 31). Resaltar que en el territorio de células Fgf19 positivas se aprecia la 
mácula del utrículo en desarrollo, especialmente en el límite entre mácula del utrículo y 
cresta lateral (ver la expresión de otros genes ver Fig. 15; Sánchez-Guardado et al., 
2012). 
 Además, se ha descrito que los neuroblastos que formarán el GAV se originan 
en una región del epitelio de la vesícula ótica conocida como dominio pro-neural, 
definido por la expresión de determinados genes pro-neurales. Entre dichos genes pro-
neurales se encuentran: Islet1, GATA3, Neurogenina1 (Ngn1), NeuroD y NeuroM 
(Alsina et al., 2004; Sánchez-Calderón et al., 2007b).  
 La expresión del anticuerpo GATA3 fue observada solamente la presuntiva 
mácula del utrículo, en el límite con la cresta lateral (cabeza de flecha en Fig. 32E). 
Además, no se observó ningún neuroblasto marcado por GATA3 en el GAV (asterisco 
en Fig.32E). Por el contrario el anticuerpo Islet1 marca los neuroblastos que conforman 
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el GAV (asteriscos en Fig. 32F-H). También, se pueden apreciar algunos neuroblastos 
GATA3 positivos que se encuentran abandonando el epitelio ótico dentro del territorio 
pan-sensorial Fgf10 positivo (cabezas de flecha en Fig. 32F,H).  
 Los factores de transcripción Ngn1, NeuroD y NeuroM (bHLH) se expresan en 
el dominio pro-neural del epitelio ótico (Alsina et al., 2004). Además NeuroD y 
NeuroM se expresan en los neuroblastos que se han desprendido del epitelio ótico, 
sugiriendo que actúan posteriormente en la especificación de los precursores neuronales 
(Sánchez-Calderón et al., 2007b). La expresión de estos genes pro-neurales fue 
detectada dentro de la banda pan-sensorial Fgf10 positiva, observándose la expresión de 
dichos genes más intensa en la pared anterior del oído interno (Fig. 32I-N). Así, las 
expresiones de NeuroD y NeuroM se encuentran formando un gradiente rostro-caudal 
por la pared medial de la vesícula ótica, similar a Fgf19 (Fig. 32A-D). Notar que la 
expresión de NeuroD es más extensa que la de NeuroM (comparar Fig. 32I-L con Fig. 
32M,N). Tanto NeuroD como NeuroM se encuentran marcando una población de 
neuroblastos en el GAV, siendo dicha población menor a la marcada por Fgf19 e Islet1 
(comparar asteriscos en Fig. 32B-N). La expresión de Ngn1 se restringe únicamente a la 
porción más rostral del epitelio ótico (Fig. 32O,P), coincidiendo sobre todo con el 
territorio presuntivo de la mácula del utrículo.  
 Comparando la expresión de Fgf19 con la de los genes pro-neurales NeuroD, 
NeuroM y Ngn1, el Fgf19 parece marcar una población de neuroblastos, tanto en el 
epitelio del oído interno como en el GA y mayor a la marcada por dichos genes pro-
neurales por separado. 
Figura 32. Patrones de expresión de Fgf19, GATA3, Islet1, NeuroD, NeuroN y Ngn1 en los estadios 
HH18-20. Secciones horizontales a través del oído interno. (A-D) Las secciones fueron tratadas también 
con el anticuerpo 3A10. La expresión de Fgf19 se observa en una banda antero-posterior, siendo más 
intensa su expresión en la pared anterior. Algunas células Fgf19 positivas dispersas se observan en la 
pared posterior, correspondiendo con el dominio sensorial posterior. Los neuroblastos que componen el 
GAV son Fgf19 positivos (* en B-D). (E-H). Islet1 marca una gran población de  neuroblastos (cabeza de 
flecha en E,F; * en E-H). (I-N) La expresión de NeuroD y NeuroM se observa en la pared anterior del 
epitelio ótico y en los neuroblastos que se encuentran formando parte del GAV en el mesénquima 
subyacente (* en I-N). (O,P) La expresión de Ngn1 se observa solamente en la pared anterior del epitelio 
ótico. Orientación: A, anterior; M, medial. La barra de aumentos en O indica 31 µm (aplicado a A-P). 
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3. Diferenciación de los neuroblastos en el estadio HH24 
 En estadio HH24, el oído interno de aves sufre importantes cambios 
morfogenéticos. En secciones transversales a través del oído interno de estadio HH24 se 
observa que la expresión intensa de Fgf10 forma aún una banda continua antero-
posterior (Fig. 33A-D), dejando fuera de esa banda la cresta lateral (cl; Fig. 33B) y la 
mácula neglecta (ver Capítulo 1; Sánchez-Guardado et al., 2012). 
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 La expresión de Fgf19 en la banda antero-posterior de expresión del gen Fgf10, 
que ya se observaba en el estadio de vesícula ótica, aún se observa en secciones 
transversales de estadio HH24 (Fig. 33E-H). El área de la cresta anterior, inervada por 
los axones del GAV (3A10 positivos), presenta algunas células Fgf19 positivas en el 
borde del territorio inervado (cabeza de flecha en Fig. 33A). Estas células 
probablemente correspondan con neuroblastos en un estadio previo a su migración. El 
área más lateral de la mácula del utrículo se encuentra marcada de manera intensa por el 
gen Fgf19 (mu; Fig. 33F). Por el contrario, la mácula del sáculo (cabeza de flecha en 
Fig. 33G) y la papila basilar (no mostrada) muestran algunas células Fgf19 positivas de 
manera dispersa. Respecto a la mácula de la lagena, situada en el extremo distal del 
conducto coclear, este elementos sensorial presenta una fuerte expresión para Fgf19 
(ml; Fig. 33H). Finalmente, el territorio Fgf10 positivo de la cresta posterior muestra 
algunas células Fgf19 positivas (cabeza de flecha en Fig. 33H). Apreciar la expresión 
intensa de Fgf19 en los neuroblastos indiferenciados presentes en el GAV. El territorio 
del GAV marcado por el anticuerpo 3A10, posiblemente correspondiendo a neuronas 
diferenciadas (asteriscos en Fig. 33E-G), carecen de una expresión fuerte de Fgf19. 
 La expresión de NeuroD (Fig. 33I-L) y NeuroM (Fig. 33M-P) se observa en la 
mácula del sáculo y en la mácula del sáculo/papila basilar, siendo siempre la expresión 
de NeuroD más intensa que la de NeuroM. Similar a la expresión de Fgf19, una porción 
del GAV no presenta un marcaje tanto de NeuroD como NeuroM (asteriscos; NeuroD: 
Fig. 33I-K; NeuroM: Fig. 33M-O).  
 El anticuerpo GATA3 marca el epitelio sensorial de la cresta anterior, lateral, 
mácula del utrículo y papula basilar, dejando al resto de elementos sensoriales sin 
marcar (ca,cl, mu, pb, Fig. 33Q-T’), así como los neuroblastos en el GAV (asterisco en 
Fig.33S). Solamente hemos observado neuroblastos desprendiéndose del epitelio ótico 
desde la mácula del utrículo y la papila basilar (cabezas de flecha en Fig. 33R’,T’). Por 
el contrario, el anticuerpo Islet1 fue detectado en el epitelio todos los elementos 
sensoriales diferenciados en este estadio (Fig. 33U-Y’), excepto la cresta posterior. 
Además, se observaron neuroblastos delaminandose desde cada uno de los elementos 
sensoriales  marcados por Islet1 (ver cabezas de flecha en U-Y’). También se observo 
marcaje de Islet1 en  los neuroblastos que se encuentran en el GAV (asteriscos en Fig. 
33V,W) 
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 Al igual que ocurría en estadio de vesícula ótica (HH18-20), la expresión de 
Fgf19, es más extensa que la de cuatro marcadores pro-neurales con la que se compara 
(NeuroD, NeuroM , GATA3 e Islet1). Esto sugirie que, al menos en este estadio de 
desarrollo se pueden desprender neuroblastos de todos los elementos sensoriales 
especificados, y marcados por el gen Fgf10, aunque cada territorio sensorial presente 
diferencias en el número de neuroblastos que se originan de ellos. 
 
Figura 33. Patrones de expresión de Fgf10, Fgf19, NeuroD y NeuroM en el estadio HH24. Secciones 
transversales a través del epitelio ótico. Las secciones E-H fueron tratadas con el anticuerpo 3A10. (A-D) 
Fgf10 permite identificar la localización de los elementos sensoriales en el epitelio ótico. (E-H) La 
expresión de Fgf19 se observa en los mismos territorios marcados por el gen Fgf10, pero con diferente 
intensidad. La cresta anterior presenta células Fgf19 positivas en su borde (cabeza de flecha en E), 
mientras que la cresta posterior solamente muestra algunas células dispersas (cabeza de flecha en H). La 
mácula del utrículo y la mácula de la lagena son las que tienen una mayor expresión de Fgf19 (mu y ml; 
F,H). En la mácula del sáculo/papila basilar se observan algunas células dispersas (ms/pb; G). Una parte 
del GAV es Fgf19 positivo (* en E-H). (I-P) La expresión de NeuroD y NeuroM fue detectada en la 
mácula del utrículo, así como en la mácula del sáculo/papila basilar (ms/pb; J,K,N,O). La expresión de 
NeuroM es más suave (mu y ms/pb; N,O). Igualmente, NeuroD y NeuroM no se expresan en una porción 
del GAV (* en M-O). (Q-T’) Marcaje del anticuerpo GATA3, apreciándose neuroblastos 
desprendiéndose desde la mácula del utrículo y la papila basilar (mu, pb; R,R’,T,T’). GATA3 no marca 
ninguna zona del GAV (* en  S).  (U-Y’) El anticuerpo Islet1 se encuentra marcando el epitelio sensorial 
de los elementos sensoriales diferenciados, así como a los neuroblastos que se están desprendiendo de 
ellos (cabezas de flecha en U-Y’). El GAV se encuentra marcado por Islet1 (* en W,V). Orientación: D, 
dorsal; M, medial. La barra de aumentos en V indica 28 µm (aplicado a R’,T’,U-V’,W’,Y’) y en W indica 
35 µm (aplicado a A-R, S,T,W,Y). 
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4. Diferenciación de los neuroblastos en el estadio HH27 
 En estadio HH27, todos los epitelios sensoriales pueden ser fácilmente 
reconocibles. En secciones transversales a través del oído interno de estadio HH27, la 
expresión intensa de Fgf10 está presente en todos los elementos sensoriales (Fig. 34A-
C; ver también Fig. 17 del Capítulo 1; Sánchez-Guardado et al., 2012).  
 La expresión de Fgf19 se restringe, a diferencia del estadio anterior, al borde de 
las crestas (ca; cabezas de flecha en Fig. 34D; ver Sánchez-Calderón et al., 2007a), 
mientras mácula neglecta se encuentran desprovistas de marcaje (cl; Fig. 34E; Sánchez-
Calderón et al., 2007a). La mácula del utrículo se encuentra marcada de forma intensa 
por el gen Fgf19 (mu; Fig. 34E), mientras que la mácula del sáculo presenta solamente 
algunas células dispersas Fgf19 positivas (cabeza de flecha en Fig. 34E). El territorio 
que separa la papila basilar de la mácula de la lagena muestra una expresión muy fuerte 
y homogénea de Fgf19 (flecha en Fig. 34F). Esta porción del epitelio ótico no daría 
lugar a neuroblastos. Sin embargo, la parte distal de la papila basilar y toda la mácula de 
la lagena presenta células dispersar Fgf19 positivas, neuroblastos (pb y ml; cabezas de 
flechas en Fig. 34F y G; ver también Sánchez-Calderón et al., 2007a). 
 Con respecto a la expresión de NeuroD y NeuroM, la expresión de ambos genes 
fue observada solamente en el territorio de la mácula del utrículo y la mácula del sáculo 
(ver cabezas de flecha; NeuroD, Fig. 34H-J; NeuroM, Fig. 34K-M). El resto de 
elementos sensoriales no muestran células Fgf19 positivas. Ambos genes muestran una 
expresión heterogénea en el GAV (ver asteriscos en Fig. 34H-M). 
 Respecto a los anticuerpos GATA3 e Islet1, GATA3 se encuentra marcando una 
zona reducida de la cresta anterior, toda la mácula del utrículo, papila basilar y mácula 
de la lagena, siendo negativo para el resto de epitelios sensoriales (Fig. 34N-K’). Se 
observan neuroblastos delaminandose GATA3 positivos en la mácula del utrículo y 
papila basilar (mu, pb; cabezas de flecha en O,O’,K,K’). En este estadio se empiezan a 
observara neuroblastos marcados por GATA3 en el GAV (asterisco en Fig. 34O,K). La 
expresión de Islet1 continua marcando todos los elementos sensoriales diferenciados 
incluso la cresta posterior, negativa para Islet1 en el estadio HH24 (Fig. 34R-U’). Se 
han observado neuroblastos Islet1 positivos desprendiéndose de todos los epitelios 
sensoriales que se encuentra marcando, excepto de la cresta posterior (ver cabezas de 
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flecha en Fig. 34R-U’). En este estadio también se observo el marcaje Islet1 en el GAV 
(asteriscos en Fig. 34S,U). 
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Figura 34. Patrones de expresión de Fgf10, Fgf19, NeuroD y NeuroM en el estadio HH27. Secciones 
transversales. Las secciones D-G fueron tratadas con el anticuerpo 3A10. (A-C) La fuerte expresión de 
Fgf10 se encuentra marcando todos los elementos sensoriales. (D-G) La expresión de Fgf19 se encuentra 
delimitanda a las crestas (ca; D). La mácula del utrículo y mácula de la lagena presentan numerosas 
células Fgf19 positivas (mu, E; ml, cabeza de flecha en G), mientras que la mácula del sáculo y la parte 
distal de la papila basilar muestran un número menor de células Fgf19 positivas (cabezas de flecha en 
E,F). (H-M) NeuroD y NeuroM se expresan en la mácula del utrículo y del sáculo, aunque con diferente 
grado de intensidad (mu, ms; I,J,L,M). El GAV muestra un marcaje heterogéneo para ambos genes (* en 
H-M). (N-K’) GATA3 se encuentra marcando parte de la cresta anterior, toda la mácula del utrículo, la 
papila basilar y la mácula de la lagena. Se observaron neuroblastos marcados delaminandose desde la 
mácula del utrículo y papila basilara (cabezas de flecha en O’,K’). Se observan neuroblastos GATA3 
positivos en el GAV (* en O,K). (R-U’) El anticuerpo Islet1 fue detectado en el epitelio de todos los 
elementos sensoriales, de donde se desprenden neuroblastos Islet1 positivos, excepto de la cresta posterior 
(cabezas de flecha en R-U’). Gran número de neuroblastos son marcados en el GAv (* en S,U). 
Orientación: D, dorsal; M, medial. La barra de aumentos en R indica 47 µm (aplicado a A-N, 
O,P,K,R,S,U) y en T indica 39 µm (aplicado en N’,O’,K’,R’,T,U’). 
 
 
5. Correlación entre el origen de los neuroblastos y sus proyecciones al epitelio 
ótico 
Una pregunta clave en el desarrollo del oído interno de vertebrados es 
determinar qué relación existe entre el origen de las diferentes poblaciones de 
neuroblastos en el epitelio ótico y sus proyecciones a los diversos elementos sensoriales 
presentes en el laberinto membranoso. Varias hipótesis se han planteado al respecto (ver 
Introducción del Capítulo 3).  
 
Para responder a esta pregunta, hemos realizado pequeños trasplantes 
homotópicos de la placoda en el estadio HH10 (10 somitas). Estos pequeños trasplantes 
corresponderían a una pequeña porción del ectodermo cefálico, sin tubo neural, 
intentando tomar cada elemento sensorial por separado. Para ello, nos hemos basado en 
nuestro estudio previo de mapa de destino (Capítulo 2). Debido a la proximidad entre 
las diferentes zonas sensoriales y el territorio tan reducido donde se encuentran (placoda 
ótica), casi siempre hemos tomado más de un elemento sensorial en el mismo trasplante.  
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6. Trasplante del territorio presuntivo de las crestas 
 Comenzamos realizando trasplantes de los elementos sensoriales encargados de 
la percepción de los movimientos rotacionales de la cabeza, las crestas (Fig. 35). Los 
trasplantes fueron analizados mediante secciones horizontales a través del oído interno 
quimera en estadio HH32-34 (8-9 días de desarrollo). La detección y localización de las 
células de codorniz (trasplante) se llevo a cabo gracias al marcaje con el anticuerpo 
QCPN, mientras que las dendritas de las neuronas sensoriales procedentes del territorio 
trasplantado fueron detectadas por el anticuerpo QN. 
Debido a la dificultad de obtener los elementos sensoriales de manera 
independiente, en este caso las crestas, solo hemos conseguido tener de la manera 
aislada la mitad de la cresta posterior (Fig. 35A) y lateral (Fig. 35C). En algunos 
embriones quimera, las células de codorniz se observaron en aproximadamente la mitad 
lateral de la cresta posterior (cp; Fig. 35A). En estos casos, las dendritas de las neuronas 
que se han originado de la zona trasplantada se detectaron solamente inervando a la 
cresta anterior (ca; cabezas de flecha en Fig. 35B).  
De la misma manera, trasplantes de aproximadamente la mitad de la cresta 
lateral (cl; Fig. 35C), las dendritas de las neuronas originadas desde este territorio 
únicamente fueron observadas en la cresta anterior (ca; cabeza de flecha en Fig. 35D), 
en un número mucho más reducido respecto del trasplante de la cresta posterior 
(comparar ca en Fig. 35B,D).  
Trasplantes en los que hemos cogido la mitad lateral de la cresta anterior y parte 
de la cresta lateral (ca y cl; Fig. 35E,F), las dendritas de las neuronas sensoriales 
originadas desde estos territorios fueron detectadas inervando, en bajo número, a la 
cresta anterior (ca; cabeza de flecha en Fig. 35J). Un número muy reducido de dendritas 
fue detectado en la cresta posterior y lateral (cp y cl; ver cabezas de flecha en Fig. 35K 
y L, respectivamente). También, se observaron muy pocas dendritas de codorniz en la 
mácula del sáculo y toda la extensión de la papila basilar (ms y pb; cabezas de flecha en 
Fig. 35G y H,M, respectivamente). 
Trasplantes de la mitad lateral de la cresta posterior y algunas células dispersas 
en la cresta anterior (ca,cp; Fig. 35N,O) mostraron pocas fibras óticas inervando a los 
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elementos sensoriales. Concretamente, algunas dendritas QN positivas se observaron en 
la cresta anterior, cresta posterior y mácula del sáculo (ca, cp y ms; cabezas de flecha en 
Fig. 35P, Q y R, respectivamente). No obstante, más experimentos habría que hacer 
para confirmar estos resultados. 
La Figura 35S es una representación esquemática de los resultados expuestos 
anteriormente, donde se simboliza con diferentes colores cada uno de los trasplantes. 
Las imágenes de un mismo trasplante tienen el mismo color tanto en los marcadores 
usados para el análisis de dicho trasplante como en el esquema de la Fig. 35S. Los 
neuroblastos que se desprenden del territorio trasplantado se representan con puntos, 
mientras que la cantidad de dendritas que inervan a cada elemento sensorial se 
representa con el grosor de las flechas (a mayor número de fibras, mayor grosor de la 
flecha utilizada). En términos generales, se observa que los neuroblastos con un origen 
en las crestas no inervan exclusivamente a la cresta de la cual se originaron, pudiendo 
inervar a otros elementos sensoriales. Incluso se puede dar el caso de que neuroblastos 
que se originen en una cresta concreta no inerven a esa misma cresta.  
 
Figura 35. Secciones horizontales a través del oído interno de embriones quimeras de HH32 (8 días de 
desarrollo). (A,B) Las células de codorniz se encuentran en la mitad lateral de la cresta posterior (cp; A) y 
las dendritas inervaron a la cresta anterior (ca; cabezas de flecha en B). (C,D) Las células de codorniz se 
observaron en la cresta lateral (cl; C) y muy pocas dendritas inervando a la cresta anterior (ca; cabeza de 
flecha en D). (E-M) Trasplante de la mitad lateral de la cresta anterior (ca; E) y parte de la cresta lateral 
(F). En este caso algunas dendritas se observan en la cresta anterior, mácula del sáculo y papila basilar 
(ca, ms y pb; cabezas de flecha en G-J,M), mientras que dendritas dispersas se aprecian en la cresta 
posterior y cresta lateral (cp,cl; cabezas de flecha en K,L). (N-M) Trasplantes de la mitad lateral de la 
cresta posterior (cp; O) y con muy pocas células de codorniz en la cresta anterior (ca; N). Algunas 
dendritas disgregadas se encuentran inervando a la cresta anterior, cresta posterior y mácula del sáculo 
(ca, cp y ms; cabezas de flecha en P-R). (S) Representación esquemática de los trasplantes anteriores. 
Cada uno de los trasplantes se representa con un color: A-B, rojo; C-D, azul; E-M, verde; N-R; marrón. 
Los puntos representan los neuroblastos que se desprenden del epitelio ótico y las flechas las dendritas de 
las neuronas sensoriales inervando a los elementos sensoriales. Orientación: A, anterior; M, medial. La 
barra de aumentos en O indica 76 µm (aplicado a A,C,E,F,N,O) y en M indica 53 µm (aplicado a B,D,G-
M,P-R). 
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7. Trasplante del territorio presuntivo de la mácula del utrículo 
 Cuando se trasplanta única y exclusivamente la mácula del utrículo (Fig. 36A), 
las neuronas que se han originado como neuroblastos de esta región sensorial van a 
generar un alto número de dendritas que inervaran a todos los elementos sensoriales 
(cabezas de flecha en Fig. 36B-J). Solamente la cresta anterior y cresta lateral presentan, 
a simple vista, un menor número de dendritas de las neuronas trasplantada (ca, cl; Fig. 
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36B,E). La Figura 36K representa de manera esquemática los resultados anteriores, 
donde los neuroblastos se representan con puntos y las dendritas con flechas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. (A-G) Secciones horizontales a través del oído interno de embriones quimeras de HH32 (8 
días de desarrollo). Trasplantes que coges solamente la mácula del utrículo (mu; A). Las dendritas se 
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encuentran inervando todos los elementos sensoriales: cresta anterior, posterior y lateral, mácula del 
utrículo, sáculo, neglecta y lagena, y papila basilar (ca, cp, cl, mu, ms, mn, ml y pb; cabezas de flecha en 
B-J). (K) Representación esquemática de la porción trasplantada, de donde se van a desprender los 
neuroblastos que se diferenciaran en neuronas e inervaran a los elementos. Orientación: A, anterior; M, 
medial. La barra de aumentos en G indica 50 µm (aplicado a A-G). 
8. Trasplante del territorio de la mácula del sáculo y un poco de la papila 
basilar proximal 
 En algunos tipos de trasplantes, se ha tomado la mácula del sáculo entera y una 
porción reducida de la parte proximal de la papila basilar (ms, pb; Fig. 37A,B). Las 
proyecciones de las neuronas marcadas con el anticuerpo QN fueron observadas en 
todos los elementos sensoriales (Fig. 37C-J), como se vio también para la mácula del 
utrículo (Fig. 36). Es interesante resaltar que la mácula del utrículo, la mácula del 
sáculo, la mácula neglecta, la cresta lateral y la cresta posterior (cabezas de flecha en 
Fig. 37D-H) parecen recibir un mayor número de dendritas que en el resto de elementos 
sensoriales: cresta anterior, papila basilar y mácula de la lagena (cabezas de flecha en 
37C,I,J). La Figura 37K representa de manera esquemática los resultados anteriores, 
donde los neuroblastos se representan con puntos y las dendritas con flechas. Las 
flechas tienen distintos grosores, simulando la cantidad de dendritas observadas en cada 
elemento sensorial. 
 
Figura 37. (A-J) Secciones horizontales a través del oído interno de embriones quimeras de HH32 (8 días 
de desarrollo). El trasplante ocupa la mácula del sáculo y una porción pequeña de la parte proximal de la 
papila basilar (ms, pb; A,B). Las dendritas se encuentran inervando todos los elementos sensoriales: 
cresta anterior, posterior y lateral, mácula del utrículo, sáculo, neglecta y lagena, y papila basilar (ca, cp, 
cl, mu, ms, mn, ml y pb; Cabezas de flecha en C-J). (K) Representación esquemática de los resultados. 
Orientación: D; dorsal; M, medial. La barra de aumentos en J indica 63 µm (aplicado a A-J). 
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9. Trasplante del territorio de la papila basilar distal y la mácula de la lagena  
En trasplantes de la porción distal del conducto coclear, las células de codorniz 
fueron identificadas en toda la mácula de la lagena y la parte más distal de la papila 
basilar (pb, ml; Fig. 38A,B). Sin embargo, las dendritas de las neuronas procedentes de 
la fracción trasplantada se observaron en gran número en casi todos los elementos 
sensoriales. En concreto, se observron en la cresta lateral y posterior, mácula del 
utrículo, sáculo y de la lagena, así como en la porción distal de la papila basilar (cl, cp, 
mu, ms, pb, ml; cabezas de flecha en Fig. 38C-H). Es interesante resalta que el territorio 
de la papila basilar inervado corresponde a la misma zona distal de la papila basilar, 
justo en donde se encontraron las células de codorniz. La Figura 38I representa de 
manera esquemática los resultados del trasplante que coge toda la mácula de la lagena y 
la porción distal de la papila basilar.  
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Figura 38. (A-H) Secciones horizontales a través del oído interno de embriones quimeras de HH32 (8 
días de desarrollo). Trasplante de la porción distal del conducto cóclea: parte distal de la papila basilar y 
toda la mácula de la lagena (pb, ml; A,B). Las dendritas se encontraban inervando todos los elementos 
sensoriales (cl, cp, mu, ms y ml; cabezas de flecha en C-E, H). La parte distal de la papila basilar 
coincidente con la parte trasplantada (pb; cabezas de flecha F-H). (I) Representación esquemática de los 
neuroblastos (puntos) que se desprenden del territorio trasplantado. Las flechas representan las dendritas 
de las neuronas sensoriales del GAV que se han desprendido previamente desde el epitelio trasplantado. 
Orientación: A, anterior; M, medial. La barra de aumentos en B indica 75 µm (aplicado a A,B) y en H 
indica 67 µm (aplicado a C-H). 
10. Trasplante del territorio de la papila basilar, mácula de la lagena y cresta 
posterior 
Algunos embriones quimera presentaban un trasplante parecido al mostrado en 
el apartado anterior, pero además incluyen la mitad lateral de la cresta posterior en el 
epitelio trasplantado (cp, pb, ml; Fig. 39A-C). Las dendritas de las neuronas sensoriales, 
QN positivas, originadas desde la porción trasplantada, fueron observadas en la cresta 
posterior y mácula neglecta (cp, mn; Fig. 39D,E), la parte del territorio trasplantado de 
la papila basilar y toda la mácula de la lagena (pb, ml; Fig. 39I). Aparentemente, el 
número total de dendritas podría ser similar al del tipo anterior (Fig. 38). Sin embargo, 
aunque las dendritas QN positivas fueron también observadas en la cresta lateral, 
mácula del utrículo y mácula del sáculo como en el caso anterior, estas zonas 
sensoriales presentaban un menor número de dendritas inervándolas, que lo observado 
en el caso anterior (cl, mu y ms; comparar Fig. 39F-H y Figs. 38C,E). La Figura 39J 
representa de manera esquemática los resultados de este tipo de trasplante. 
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Figura 39. (A-I) Secciones horizontales a través del oído interno de embriones quimeras de HH32 (8 días 
de desarrollo). Las células de codorniz se observan en la mitad lateral de la cresta posterior (cp; flecha en 
A), en la porción más distal de la papila basilar y toda la mácula de la lagena (pb, ml; B,C). Las dendritas 
se encuentran inervando a la cresta posterior y lateral, mácula neglecta, utrículo, sáculo, lagena, y papila 
basilar (cp, cl, mn, mu, ms, ml y pb; Cabezas de flecha en D-I). (J) Representación esquemática de los 
resultados. Los neuroblastos se representan como puntos y las dendritas como flechas. Orientación: A, 
anterior; M, medial. La barra de aumentos en C indica 66 µm (aplicado a A-C) y en H indica 53 µm. 
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 El oído interno es un complejo órgano sensorial que, en los vertebrados 
superiores, puede contener de seis a ocho elementos sensoriales, los cuales se clasifican 
en tres tipos diferentes: (1) las crestas, para detectar las aceleraciones rotacionales; (2) 
las máculas, las cuales detectan las aceleraciones lineares y gravedad; y (3) una 
estructura sensorial capaz de detectar el sonido (papila basilar en aves; órgano de Corti 
en mamíferos). Cada órgano sensorial contiene células ciliadas y células de soporte.  
Hay que tener en cuenta que la placoda ótica no solo dará lugar a todos los 
componentes epiteliales (sensoriales y no sensoriales), sino que también es el origen de 
las neuronas del ganglio acústico-vestibular (GAV; VIII par craneal). Los neuroblastos 
se originan de la pared ventro-medial de la vesícula ótica en un proceso de la migración 
desde esta región del epitelio ótico hacia el mesénquima subyacente. Ya en el 
mesénquima, estos neuroblastos se diferenciaran en neuronas, formando el GAV, las 
cuales inervaran a las células ciliadas del oído interno (proyecciones aferentes). 
1. Inervación de los elementos sensoriales: una posible relación directa entre 
origen y destino  
Para explicar el establecimiento de las proyecciones aferentes de los 
neuroblastos hacia las células ciliadas del oído interno en desarrollo, se plateó una 
primera hipótesis. Este primer planteamiento sugiere un “mecanismo de guía axonal 
reverso”, por el cual las proyecciones neuronales regresan al mismo territorio sensorial 
de donde se originaron los correspondiente neuroblastos. Se utilizaría como guía el 
contacto con los neuroblastos que continúan desprendiéndose de una porción pequeña y 
definida del epitelio ótico, e incluso la interacción con las fibras pioneras de las 
primeras neuronas diferenciadas del GAV a esos mismos elementos sensoriales. Esta 
hipótesis está basada en varias evidencias morfológicas. Los neuroblastos emitirían sus 
prolongaciones hacia el epitelio ótico inmediatamente después de iniciar la transición 
epitelio-mensénquima y tras una corta migración (Carney y Silver, 1983; Bruce et al., 
1997). Esta hipótesis ha sido recientemente confirmada: las células que se desprenden 
del epitelio ótico migrarían aparentemente siguiendo las fibras de neuronas más 
diferenciadas que proyectan hacia los futuros elementos sensoriales (Fariñas et al., 
2001; Fritzsch et al., 2002). Además, se ha propuesto que las neuronas vestibulares y 
auditivas del GAV tendrían un origen distinto en la placoda ótica. Según esta 
segregación, la porción antero-lateral de la placoda ótica generaría neuronas 
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vestibulares, mientras que la porción postero-medial daría lugar a neuronas auditivas. El 
origen de los elementos sensoriales vestibulares y auditivos tendrían una distribución 
similar en la placoda ótica (Bell et al., 2008). De una u otra manera, esta hipótesis 
plantea un requisito imprescindible: todos los elementos sensoriales deberían generar 
sus propios neuroblastos (ver Fritzsch, 2003; Fekete y Campero, 2007). 
 Recientemente se ha descrito que la región antero-medial de la placoda ótica es 
donde se localizan los precursores neuronales (Alsina et al., 2004; Abelló et al., 2007). 
Estas observaciones contradicen la hipótesis planteada dado que, como sabemos por 
nuestro mapa de destino (Capítulo 2), la porción posterior de la placoda ótica dará lugar 
a varios elementos sensoriales (entre ello: la mácula de la lagena, mácula neglecta y 
cresta posterior) y estas porciones no darían neuroblastos. No obstante, estas 
observaciones habría que confirmarlas en el estadio de copa ótica, una vez que la 
diferenciación de los primeros neuroblastos ha tenido lugar (Álvarez et al., 1989; 
Hemond y Morest, 1991; Adam et al., 1998). En estos estadios, los precursores 
neuronales, marcados por la expresión de Islet1 y Fgf19, se originarían justo en la 
interacción entre dos dominios: uno Fgf10 positivo y el otro Otx2 positivo (Alsina et al., 
2004; Sánchez-Calderón et al., 2007a; ver Fig. 8, Introducción General). Por lo tanto, 
los neuroblastos se podrían originar a lo largo de la banda antero-posterior de expresión 
del gen Fgf10 (pan-sensorial). Estas observaciones habría que confirmarlas en el estadio 
de vesícula ótica (ver Capítulo 2; Sánchez-Guardado et al., 2012). 
Numerosos genes están implicados directamente en la diferenciación de los 
neuroblastos y la consecuente formación del GAV. Por ejemplo, la alteración de la 
expresión de Neurogenin 1 (Ngn1) conduce a una ausencia de neuronas, además de una 
carencia de células ciliadas (Ma et al., 2000). NeuroD y NeuroM, regulados por Ngn1, 
están implicados en la migración y guía axonal, así como en la supervivencia de las 
neuronas sensoriales (Liu et al., 2000; Ma et al., 2000; Kim et al., 2001). Gata3 ha sido 
propuesto como un marcado de neuroblastos cocleares (Karis et al., 2001; Lawoko-
Kerali et al., 2004; Livellali et al., 2004, 2006, 2007; Jones y Warchol, 2009). No 
obstante, no queda claro si Gata3 marca los neuroblastos en el proceso de transición 
entre el epitelio ótico y el mesénquima (Lawoko-Kerali et al., 2004; Jones y Warchol, 
2009), por lo que sería necesario revisar estas observaciones. Islet1 regularía la 
diferenciación de los neuroblastos, siendo propuesto como un buen marcado de todos 
los neuroblastos (Adam et al., 1998; Camarero et al., 2003; Li et al., 2004; Radde-
Capítulo 3. Discusión 
 
                   Introducción General 
205 
 
Gallwitz et al., 2004). Además, el origen topológico de las primeras neuronas en el 
epitelio del otocisto ha sido caracterizado en parte por la expresión de Fgf19 (Sánchez-
Calderón et al., 2007a). Sin embargo, estos resultados se han realizado en diferentes 
grupos de vertebrados y en estadios de desarrollo distintos, por lo que se hace necesaria 
una caracterización exhaustiva y en detalle, utilizando, por ejemplo, el desarrollo de 
aves como modelo experimental. 
En este trabajo, hemos realizado un estudio detallado de la diferenciación de los 
neuroblastos desde el estadio de copa, momento de la diferenciación de los primeros 
neuroblastos, hasta el estadio HH27, cuando comienza a cesar la diferenciación y 
migración de los últimos. Nuestros resultados muestran que todos los elementos 
sensoriales generan neuroblastos. No obstante, existen diferencias cuantitativas entre las 
diferentes porciones sensoriales del epitelio ótico. 
 Todas las crestas, incluida la cresta lateral, generan neuroblastos. La expresión 
de Fgf19 muestra células dispersas en la pared anterior de la copa ótica de estadio 
HH14, las cuales también aparecen en la pared posterior en el estadio HH17. Estas 
células, observadas sobre todo en la porción basal del epitelio ótico, serían neuroblatos 
de los elementos sensoriales más anteriores y posteriores, la cresta anterior y la cresta 
posterior. Estas observaciones se verifican en el estadio de vesícula ótica y se confirman 
en el estadio HH24. En el estadio HH27, una porción muy reducida del territorio 
inervado de las tres crestas, situada en los bordes de estos elementos sensoriales y 
marcados por la expresión del gen Fgf19 (este trabajo y Sánchez-Calderón et al., 
2007a), presenta células Islet1 positivas. Estos neuroblastos no estarían marcados por la 
expresión de Ngn1, NeuroD o NeuroM, sugiriendo que una combinación específica de 
genes definirían subpoblaciones del neuroblastos en el GAV.. Todas estas 
observaciones claramente muestran que todas las crestas generan neuroblastos.  
La expresión de todos los marcadores utilizados (Fgf19, NeuroD, NeuroM, 
Ngn1, Islet1 y GATA3) muestran que la mácula del utrículo genera una gran cantidad 
de neuroblastos, siendo el elemento sensorial que más neuroblastos aporta al GAV en 
desarrollo (Fritzsch et al., 2002; Satoh y Fekete, 2005; Raft et al., 2007). Es interesante 
destacar el gradiente de generación de neuroblastos desde el borde lateral de la mácula 
del utrículo, justo desde el límite con la cresta lateral, hacia su porción más medial. 
Estas observaciones confirman la idea de que una gran población de neuroblastos se 
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originan de la porción anterior y ventral del esbozo ótico en el estadio vesícula (Noden 
y van de Water, 1986; Álvarez y Navascués, 1990; Hemond y Morest, 1991; Adam et 
al., 1998, Hidalgo-Sánchez et al., 2000). La mácula del sáculo, por su proximidad con 
la mácula del utrículo, también genera neuroblastos, pero en menor cantidad, quizá 
asociado al gradiente de generación latero-medial observado en la mácula del utrículo. 
Hay que destacar que la papila basilar también genera neuroblastos, pero mucho más 
tarde (HH24) (ver la expresión de Fgf19). La expresión de Fgf19 muestra que la mácula 
de la lagena presenta células con aspecto de neuroblastos, es decir, células dispersas 
localizadas principalmente en las cercanías de la lámina basal. La expresión de GATA3 
e Islet1 han puesto de manifiesto la existencia de células desprendiéndose del epitelio 
ótico al nivel de la mácula neglecta. Por lo tanto, la mácula de la lagena y la mácula 
neglecta también generan neuroblastos. Como conclusión, afirmar que tanto las crestas 
(anterior, lateral y posterior) como las máculas (del utrículo, del sáculo, de la lagena y la 
neglecta), así como la papila basilar, todos ellos generan neuroblastos, en especial la 
mácula del utrículo. De esta manera, se cumple la premisa necesaria del modelo de un 
“mecanismo de guía axonal reverso”: cada elemento sensorial generaría neuroblasto. 
Quedaría por confirmar las proyecciones de esas subpoblaciones de neuroblastos. 
2. Modelo de la distribución de las proyecciones aferentes 
En oposición al modelo “mecanismo de guía axonal reverso” discutido 
anteriormente, se ha propuesto que el territorio sensorial del epitelio ótico que van a ser 
inervado por las dendritas no mantiene una correlación topográfica entre su origen y 
destino (Noden y van de Water, 1986; ver Fekete y Campero, 2007). Nuestros 
resultados confirman esta última hipótesis, estando en desacuerdo con la idea de que la 
región de donde se desprenden ciertos neuroblastos va a ser posteriormente inervada por 
las dendritas de esas mismas neuronas. Varias evidencias lo corroboran: (1) la cresta 
anterior (su parte más lateral) genera neuroblastos que proyectan sobre todo a la mácula 
del sáculo; (2) los neuroblastos de la cresta lateral proyectan fibras a la cresta anterior; y 
(3) los neuroblastos procedente de la cresta posterior (su parte más lateral) proyectan 
sobre todo a la cresta anterior (Fig. 36). Además, los neuroblastos de la mácula del 
utrículo proyectan a todos los elementos sensoriales, si bien con diferentes grados de 
participación (Fig. 37). Los neuroblastos de la mácula del utrículo y la mácula de la 
lagena presentaría un patrón de inervación similar al mostrado por los de la mácula del 
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utrículo, aunque no se puede afirmar definitivamente por la pequeña participación en 
estos trasplantes de la papila basilar (Figs. 38 y 39; ver también Fig. 40).  
De esta manera, no se confirma la hipótesis del “mecanismo de guía axonal 
reverso”. Existiría un solapamiento parcial entre el lugar de donde se originan los 
neuroblastos y el primordio sensorial que posteriormente inervarán (Satoh y Fekete, 
2005). Por lo tanto, los resultados obtenidos están más en concordancia con la idea de 
que la inervación de los distintos elementos sensoriales viene dada por quimio-
atrayentes/quimio-repelentes de largo alcance (ver Fekete y Campero, 2007).  
3. Mecanismos de guía axonal: perspectivas de futuro 
 En los últimos años, han sido descritas varias familias de genes que están 
implicados en la atracción y repulsión de las dendritas en el desarrollo de los sistemas 
sensoriales, incluyendo: netrinas (Kennedy et al., 1994; Serafini et al., 1994), 
semaforinas (Kolodkin et al., 1992; Luo et al., 1993), epinefrinas (Drescher et al., 
1995) y la familia Slit/robo (Seeger et al., 1993; Kidd et al., 1998). También, se han 
identificado factores como las neurotrofinas, principalmente BDNF (Brain-Derived 
Neurotrophic Factor) y NT-3 (neurotrofina-3) en el desarrollo del oído interno (Pirvola 
et al., 1992). Además, se han caracterizado los efectos de sus mutaciones (Fritzsch et 
al., 1999). Se ha visto que su expresión en los órganos sensoriales es algo más tardía 
que la llegada de las primeras dendritas a dichas zonas sensoriales. Por lo tanto, estos 
factores serían esenciales para el mantenimiento y supervivencia de las primeras 
inervaciones (Fritzsch, 2003). Estos resultados han sido revisados recientemente (Fekete 
et al., 2007). 
 Debido a que las neurotrofinas son importantes en la inervación de los distintos 
elementos sensoriales, y aunque su expresión comience después de que se produzcan 
esas primeras inervaciones, se ha continuado investigando en busca de posibles factores 
o moléculas que estén implicadas en la atracción de esas dendritas que realizan las 
primeras inervaciones en los elementos sensoriales. Morfógenos, tales como BMPs, 
SHH, WNTs y FGFs, los cuales se expresan en el oído interno y los tejidos circundantes 
durante los estadios de crecimiento y guía axonal, han cobrado especial interés (Webber 
y Raz, 2006; Fekete y Campero, 2007). 
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 Los resultados para BMPs, SHH y FGFs, sugieren la posibilidad de que podrían 
actuar como factores tróficos una vez que las neuronas comienzan a diferenciarse, no 
solamente en pollo, sino quizás también en otras especies (Fantetti y Fekete, 2012). Más 
trabajos sobre crecimiento y supervivencia neuronal del GAV serían necesarios para 
confirmar el posible papel de los WNTs en los procesos de guía axonal en el desarrollo 
del oído interno (Fantetti et al., 2011). De esta manera, estos morfógenos podrían actuar 
como señales atrayentes de corto alcance para establecer las primeras inervaciones, para 
luego dar paso a las señales de largo alcance, como podrían ser las neurotrofinas (Fekete 
y Campero, 2007).  
 Nuestros trabajos podrían ser considerados como un buen punto de partida en el 
planteamiento de nuevas estrategias experimentales, dado que resuelve dos dudas claves 
sobre: (1) el origen de la diferentes subpoblaciones de los neuroblastos en relación con 
los diferentes elementos sensoriales y (2) establece un patrón de inervación entre el 
origen de los neuroblastos y el destino de sus proyecciones. Sería necesario conocer, en 
el caso particular en aves, el patrón de expresión de las diferentes familias de moléculas 
implicadas en la guía axonal, tanto atrayentes como repelentes. Esos trabajos serían 
útiles para diseñar estudios in vitro que confirmaran la función de estas moléculas en la 
orientación de axón de subpoblaciones de neuroblastos hacia su destino específico. Un 
estudio más completo de los morfógenos conocidos permitiría determinar en qué 
medida estas moléculas difusibles controlarían el refinamiento de estos procesos de 
inervación del epitelio ótico en desarrollo. 
4. Investigaciones en el desarrollo del GAV y la inervación de las células 
ciliadas: posibles avances en terapia celular 
La pérdida auditiva retro-coclear o detrimento de la percepción del equilibrio 
viene dada por el deterioro o degeneración del nervio auditivo y vestibular, 
respectivamente. Por otra parte, la alteración de la función del oído interno puede ser 
una consecuencia de la pérdida de las células ciliadas, o podría venir derivada de ciertas 
neuropatías. Dicha pérdida de las neuronas, limita el éxito de los implantes cocleares y 
vestibulares, actualmente el único remedio para minimizar el tremendo efecto personal 
y social de los individuos con este problema.  
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 El conocimiento del desarrollo y las bases moleculares implicados en el 
crecimiento dirigido de los axones/dendritas de las neuronas ganglionares es uno de los 
procesos más complicados en la regeneración neuro-sensorial del oído interno. Por ello, 
estudiar el desarrollo de los axones/dendritas de las neuronas sensoriales del GAV 
podría proporcionarnos una idea de cómo se produce el crecimiento y guía de las fibras 
nerviosas sensoriales. Dicha información, a su vez, nos podría permitir conocer mejor 
los procesos de neurogénesis durante el desarrollo del oído interno. 
 Por lo tanto, las investigaciones de guía axonal en el oído interno obviamente 
puede tener algunas implicaciones clínicas. Las investigaciones se centran en la 
preservación o recuperación de las neuronas del GAV que degeneran en individuos 
sordos, como una consecuencia secundaria de la pérdida de los factores que mantienen 
la supervivencia de las células ciliada. Además, perspectivas terapéuticas para la 
regeneración de las células ciliadas prevén que las dendritas de las nuevas neuronas 
sensoriales del GAV alcancen a las nuevas células ciliadas para establecer conexiones 
funcionales. Así, adquiriría una gran importancia el identificar las moléculas atrayentes 
y repelentes para estos tipos de neuronas que actúan durante el desarrollo embrionario, y 
para determinar si algunas de estas moléculas están implicadas en la inervación de las 
células ciliadas posiblemente regeneradas. En cualquier caso, la medida terapéutica 
requiere que las neuronas del GAV realicen una correcta conexión con el epitelio 
sensorial y su correspondiente núcleo en el rombencéfalo (Fekete y Campero, 2007). En 
el fututo, más estudios funcionales serán necesarios al respecto. 
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Del estudio en detalle de la migración de los neuroblastos desde el epitelio ótico 
hacia al mesénquima subyacente, en donde se diferencian en neuronas sensoriales del 
ganglio acústico-vestibular, así como el análisis de las proyecciones de un número 
reducido de neuroblasto mediante el modelo experimental de embriones quimera 
pollo/codorniz, han sugirdo las siguientes conclusiones: 
 
PRIMERA – Los neuroblastos, que formarán el ganglio acústico-vestibular, se 
desprendne del territorio presuntivo de todos los elementos sensoriales del oído interno 
en desarrollo. 
SEGUNDA – La inervación de los elementos sensoriales del oído interno por las 
neuronas sensoriales del ganglio acústico-vestibular no mantiene una correlación 
topográfica espacial entre su origen y su destino.  
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